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1.1 El factor TGF-fl
El factor TGF-~ (Transforming Growth Factor-13) fre originalmente descubierto junto
al TGE-a como uno de los componentes activos producidos por células transformadas con
retrovirus, debido a su capacidad de promover el crecimiento de fibroblastos de forma
independiente de la adhesión celular al sustrato. A pesar de compartir la misma nomenclatura,
TGF-[3 y TGF-u, corresponden a dos moléculas distintas pertenenciendo a dos grupos no
relacionados de familias polipeptídicas con efectos biológicos muy diferentes. Al contrario que
e] TGF-cí, el cual se relaciona estructuralmerne con el EGF (Epidennal Growth Factor>, TGF-
3 constituye junto con otros factores análogos una superfamilia diferente de factores.
El TGF-(3 tite inicialmente purificado de plaquetas humanas como un homodímero de
25 kDa. de peso molecular, por su capacidad de promover el crecimiento de fibroblastos de
rata sobre agar (Assoian et al. ¡983). Sin embargo, con posterioridad se demostró que este
factor tiene la capacidad de ser un potente inhibidor del crecimiento de muchos tipos celulares
(Moses el. al. 1985) y que es un factor multiflincional producido por muchas células entre las
que se incluyen endoteiales, musculares lisas, megacariocitos, linfocitos y monocitos activados
(datos revisados se encuentran en Roberts y Sporn. 1990; Massagué 1990; Moses et aL 1990;
MIsen-Hamilton 1990; Miyazono et al. 1994). Entre los efectos biológicos que esta citoquina
es capaz de inducir en las células se encuentran la regulación del creciemiento, diferenciación,
adhesión y migración, la estimulación de la síntesis y deposición de componentes de la matriz
extracelular, así como la regulación de muchas de las respuestas inflamatorias y de los
componentes celulares del sistema inmune. Además, al TGF-f3 se le atribuye un importante
papel in vivo en procesos tales como la reparación y remodelación tisular. y la morfogénesis
durante el desarrollo embrionario (Roberts y Sporn 199(1).
En mamíferos han sido identificadas tres isoformas del TGF43. conocidas como TGF-
131 (Derynck eta!. ¡985), TGF-432 (de Martin et. aL 1987) y TGF-133 (ten Dijke e/ aL 1988;
Dcrvnck ci a!. 1 988). siendo sus efectos biológicos muy similares pero no idénticos, tanto ¡u
vi/ro (Odia el aL 1987; Cbeifetz et. al. 1990) como it> vivo (Joyce er al 1990). La existencia
de heterodimeros también ha sido demostrada en cierto tipos celulares, por ejemplo TGF-j3 1.2
en plaquetas porcinas (Cheifetz et al. 1987) y tanto TGF-¡31.2 corno TGF-$32.3 en hueso
bovino (Ogawa eta!. 1992). Sin embargo, los niveles tan relativamente bajos encontrados dc
estas isoformas sugieren que en realidad correspondan a errores de procesamiento durante la
2
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maduración de la proteína (Segarini 1993>. Otras dos isoformas, denominadas ¡34 y ¡35 han
sido también identificadas en poíío y Xenopus (Jakowlen el a!. 1 988a,b; Kondaiah el aL 1990)
respectivamente. Cada tina de las isoforinas es sintetizada como un precursor proteico
glicosilado formado por aproximadamente 400 residuos, el cual es proteoliticainente procesado
en el interior de las células dando lugar a un péptido maduro de 112 residuos correspondiente
al extremo C-terminal. Las formas maduras de las tres isoformas humanas comparten un 70-
80% de homología de secuencía con una conservación muy estricta de nueve residuos de
cisteina; a su vez, cada una mantiene un alto grado de conservación a lo largo dc la evolución
(Derynck e/ al. 1986; Miller et al. 1989a,b). Cada isofonna está bajo el control de su propio
promotor (Roberts el al. 1991) y sus expresiones son estrictamente reguladas en los diferentes
tejidos, como por ejemplo en el desarrollo cardíaco o en el desarrollo de los tejidos del paladar
(Millan e/al. 1991; Pelton el al. 1991).
Los efectos biológicos del TGF-j3 se encuentran muy controlados. Las tres isoformas
son secretadas por las células en un complejo latente, sin actividad biológica, y que es capaz de
activarse mediante digestión con plasmina y catepsina D, mediante tratamiento a pH bajo o alta
temperatura (Pircher u al. 1984; Wakefield el al, 1987; Braun el al. 1990). Antes de que se
produzca la unión a sus receptores de membrana el TGF-f3 debe ser activado liberandose dc
dicho complejo (Fig. 1). En e] complejo latente, la forma madura de la citoquina se encuentra
no covalentemente asociada con el péptido correspondiente al extremo N-terminal de su forma
precursora: como esta asociación corresponde a TGF-[3 todavia en forma latente, dicho
péptido ha sido designado como LAP (Latent Associated Peptide), (Gentry el al. 1987). En
plaquetas humanas la forma latente del TGF-j31 incluye un componente adicional, conocido
como ].JBP (Latent TGF-¡3 Binding Protein) (Miyazono ci al. ¡988; Wakelield el al 3988:
Okada el cl. 1989: Kanzaki el aL 1990; Tsuji el aL 1990>. Aunque todavía no se conoce el
mecanismo exacto de activación del TGF-¡3 in vivo, se ha propuesto que ocurra a través de la
degradación enziznática del LAP (Miyazono y Heldin ¡99 1). La posible función del LTBP ha
sido estudiada en experimentos de cultivos mixtos de células endoteliales y musculares lisas.
En este modelo el l’GE-f3 producido por dichas células sólo es activable en presencia de ambos
tipos celulares (Sato y Rifkin 1989). En dicho sistema se ha reportado además, que e! LTBP
interacciona con un receptor de membrana en la célula muscular que parece fundamental para













Fig. 1 Precursor, forma latente y forma binactiva del TGF-~1. El precursor del TGF-lfl está formado por
una secuencia señal en el extremo N-terminal (linea fina), una pro-región (linea de trazo grueso) y el dominio
bioact¡vo en el extremo C-terminal (representado mediante rectangulos). En este esquema se representa la
localización de los tres sitios de N-glicosilación mediante el simbolo (Y) así como los nueve residuos de
císteina <(7), en el dominio bicactivo. El grado de intensidad en gris, bajo dicho dominio, representa el grado de
homología con otros miembros de la superfamilia del TGF-13. Tras ser secretada, la pro-región previamente
liberada, permanece asociada de forma no covalente al dímero que forma la molécula biológicamente activa en
el complejo latente. En plaquetas y otros tipos celulares, en el complejo latente se encuentra otra glicoproteina
de peso 180 kDa, LTFBP, de función no del todo conocida en la actualidad (en la figura se representa en
sombreado). La forma bioactiva del TGF-9 1 debe ser liberada de este complejo antes de mediar sus efectos
sobre la superficie celular (Massagué .1. 1990. ilnnu. Rey. <‘cli RbI. 6:597-641)
Una vez liberado del complejo latente, el TGF-f31 activo puede ser unido por varias
proteínas del suero y coml)onentes de la matriz extracelular. El aclaramiento del i’GE-9 activo
circulante es muy rápido (Cofléy el al. 1987), encontrándose la unión a a2-macroglobulina
implicada en dicho proceso (OConnor-McCourt y Wakefield 1987). Además el TGF-¡3 se
acumula en las matrices intersticiales mediante interacciones dc baja afinidad cotí varios
componentes, lo que podría suponer tanto un mecanismo de protección frente a la
degradación, como una forma de almacenamiento de la ciloquina (Thomson el al. 1989). Sus
efectos sobre las células son mediados por una scric de receptores específicos de membrana
que serán descritos con más detalle cii la sección 1.4
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1.2 La ssipsrfamilia del TGFA3
LI TGF-13 constituye un miembro prototipico de una superfamilia de factores d.e
crecimiento y diferenciación, que se encuentran presentes en una amplísima variedad de
organismos desde los insectos hasta los humanos (Massagué 1990; Roberts y Sporn 1990).
titilizando criterios estructurales y de función biológica los miembros de esta superfamilia
pueden ser subdivididos en tres grupos principales: el grupo de los TGF-f3s, el gmpo de las
activinas e inhibinas y el grupo de las proteínas morfogénicas del hueso BMPs (también
conocidas como DVRs). Además, existen varios miembros, con una relación más distante
tales como la sustancia inhibidora mulleriana (Fig. 2).
Las activinas e inhibinas fueron originalmente identificadas por su capacidad para
regular la secreción de la hormona folículo estimulante (FSH) de la pituitaria. Además, han
sido implicadas en procesos de diferenciación eritroide en mamíferos (Vale el al. 1990), asi
corno en el desarrollo del mesodermo en Xenopus (revisado en Smith 1993). Actualmente se
les asigna un papel ¡ti vivo muy relacionado con el desrrollo embrionario; sin embargo, existen
resultados discrepantes respecto al papel que efectivamente puedan desempeñar en diferentes
organismos. Asi, ratones defectivos tanto en la expresión de activinas o de sus receptores no
tienen alterado el desarrollo de los tejidos mesodérmicos (Matzuk el al. 1995a,b), al contrario
de lo que ocurre en vertebrados inferiores como Xenopus (f’lemmati-l3rivanlou y Melton
1992). Por otra parte, la pérdida de expresión de folistatina, una proteína capaz de unir activina
y antagonista de sus efectos in vitro, conduce a grandes anormalidades durante el desarrollo y
la muerte de ¡os ratones transgénicos tras pocas horas del nacimiento (Matzuk e/al. 1 995c).
La familia de péptidos morfogénicos del hueso (BM.P/DVR) es el grupo más numeroso
y heterogéneo de esta superfamilia. Muchos de sus miembros han sido identificados por su
ca¡)acidad para actuar sobre la morfogénesis del hueso y durante el desarrollo embrionario
temprano (Lyons et aL 1991; Rosen y TIñes 1991). Junto a su actividad morfogénica sobre el
desarrollo esquelético (Wozney el aL 1988; Kingsley el aL 1992>, las BMPs también actúan
corno factores neurotrópicos (Paralkar el aL 1992), como factores de regulación durante el
desarrollo del priniordio límbico del pollo (Niswander y Martin 1993), promoviendo la
diferenciación o migración de las células de la cresta neural (Basler el al. 1993), inhibiendo ¡a
diferenciación miogénica (Yamaguchi el aL 1991) y jugando un papel importante en la
formación del mesodermo (Smith 1993). Los homólogos de las BMPs en I)rosophíla, los
factores decapentaplégico (ddp) y 60A, están implicados en procesos que regulan la
:5
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especificación del linaje celular durante el desarrollo (Padgett el aL 1987; Wharton el aL 1991:
Doctor el aL 1992: Ferguson el aL 1992). Por último, la sustancia inhibidora mulleriana puede
inducir la regresión del primordio genital femenino y el conducto mulleriano en embriones

























Hg. 2 Arbol de relación entre los miembros de la superfamilia del TGF-j3. La relación entre los miembros
está realizada según las secuencias de las formas maduras de las proteínas comenzando por el primer residuo de
cisteina conservado. Todos los factores representados son humanos excepto dpp y 60A de flrosophila. TCF-pt
y VgI que son de Xenopuí, dorsalína correspondiente a pollo, y nodaL, GDF-3/Vgr-2 y GDF-9 correspondientes
a ratón ( Allisano e/ al 1004 fhochim. cl. I3iophvs.A e/u 1222:71—80)
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De todos los miembros de esta superfamilia los TGF-13s son los mejor caracterizados
tanto desde el punto de vista estructural como funcional. La estructura tridimensional del TCiF-
92 ha sido determinada recientemente mediante existalogralia de rayos-X (Daopin el al ¡992;
Schlunegger y Grutter 1992), así como la estructura en solución del TGF-13 1 mediante
Resonancia Magnética Nuclear (Archer el aL 1993). En ambos casos se ha confirmado la
importancia estructural de nueve residuos de cisteina presentes en cada monómero que además
se encuentran conservados en todas las isofonnas de la citoquina. En el caso del TGF-f32 se ha
demostrado que cada cadena está formada por dos pares de láminas [3antiparalelas y tres
hélices a (Fig. 3). De los nueve residuos de cisteina, ocho participan en la formación de
puentes intracatenarios y el otro restante (Cys-77) forma un puente intercatenario estabilizando
el dímero. La estructura tridimensional que adopta cada monómero no es globular; la forma
que mejor la define es la de “una mano abierta”, de tal forma que los puentes de hidrógeno y
los enlaces disulfliro intracatenarios formarían la zona correspondiente a la palma de la mano.
En la forma dimérica, las dos manos se superponen en posición invertida, de tal manera que los
dedos de una estañan en contacto con la palma de la otra, y en ¡a zona central quedañan los
residuos hidrofóbicos. Los datos de secuencia del TGE-f3 1 encajan con el armazón estructural
definido por el TGF-f32 sin producir grandes “distorsiones”, por ello es asumible una
estructura tridimensional muy parecida.
La mayoría de la funciones biológicas son comunes a las tres isoformas, sin embargo
existen algunas diferencias: TGF-¡3 1 y ¡33 ejercen sus actividades a concentraciones 100 veces
inferiores a la forma [32en algunos tipos celulares, como por ejemplo el endotelio (iennings e/
aL 1988; Clieifetz el aL 1990>. Los estudios realizados con moléculas quiméricas de las
isoformas [31y [32han demostrado que las diferencias de respuesta de las células endoteliales a
ambas isoformas puede ser asignada a la secuencia comprendida entre los residuos 40-82 (Qian
el aL 1992). En esta región existen 14 aminoácidos diferentes entre la formas 131 y 92, la
mayoría de los cuales están localizados en la superficie de la molécula según sc desprende dc la
estructura tridimensional del TGF-92. Por lo tanto es posible que la zona de interacción con
los receptores de membrana y otras proteínas que unen el factor se locatice en dicha zona.
1.3 Efectos_biologicos del TG.Frf3
1.3.1 Efectos sobre la proliferación diferenciación, celular
1 ~as actividades biológicas mediadas por el TGF-<3 son frecuentemente de tipo





Hg. 3 Representación esquemática de la estructura tridimensional del TGF-j32. Los residuos que
componen la cadena polipeptídica están indicados mediante el código de una letra y numerados desde el
extremo N-terminal. Los residuos de cisteina están remarcados mediante cajas ((7), y los residuos que son
diferentes a los del TGE-13 1 aparecen sombreados. Los puentes disulfuro se representan mediante lineas gruesas
con {S-S) La Cys correspondiente a la posición 77 forma un puente intercatenario y estabilíza el dímero. Los
residuos comprendidos entre las posiciones 40-82 los cuales son importantes para las diferencias de actividad
entre la forma <~ 1 y <32 están indicados mediante lineas gruesas. Las tres hélices a y las nueve láminas (3 se
representan como cx l-a3 y f3 l—j39 respectivamente ( Miyazono el al. 1994. Ad/v. Imrnunol 55 181-220)
mesenquimales como fibroblastos y células musculares lisas humanas (Roberts <it al 1985) y
sm embargo actúa corno un potente inhibidor de la proliferación de la mayoría de las células,
entre otras, endoteliales (Baird and Durkiu 1986; Frater-Schroder el al. 1986), epiteliales
(Moses el aL 1985) precursores hematopoyéticos (Otha el aL 1987) y linfocitos (Kehrl el aL
[986 a,b). E! FGF-13 es quiiniotáctico para fibroblastos (Postlethwaite el aL 1987), monocitos
(Walh e/al. 1982) y neutrófilos (Brandes el aL 199 la), pero inhibe la migración de las células
cudoteliales (llei¡nark cí aL ¡986). Sus efectos sobre la diferenciación también dependen del
tipo celular: Induce la dilérenciación de células epiteliales del bronquio (Masul cl aL 1986), y
modula positiva o negativamente la diferenciación de mioblastos dependiendo de las
condiciones experimentales (Massagué el al. 1986; Zentella el al. [992; Olson el al. [986;





1.3.2 Efectos sobre la síntesis de componentes de la matriz extracelular ysus receptores
Uno de los efectos biológicos más importantes mediados por el TGF-fl es la formación
de la matriz extracelular. El TGF-f3 es un potente estimulador de la síntesis de proteínas de la
matriz entre las que figuran la fibronectina y varios tipos de colágeno (lgnotz y Massagué
1986) y recíprocamente, la matriz extracelular regula la expresión génica del TGF-f3 (Streuli el
aL 1993). El mecanismo por el que actúa sobre la formación de dichos componentes es doble:
Por una parte, disminuye la actividad de las proteasas extracelulares que actúan sobre la
degradación de dichos componentes; este primer mecanismo incluye la inhibición de la síntesis
dc los activadores del plasminógeno (Laiho el aL 1986), de la colagenasa tipo 1 y de las
metaloproteasas (Edwars <it aL 1987). Por otra parte, estimula la producción de inhibidores de
l)roteasas, como por ejemplo el inhibidor tipo 1 del activador del plasminógeno (PAl- 1),
(Laiho <it aL 1987) y los inhibidores tisulares de las metaloproteasas («[IMP), (Edward <it al
1987). Sin embargo, existen algunas excepciones a dichos mecanismos como por ejemplo, la
inducción de la colagenasa tipo IV (Overalí el aL 1991; Salo el al. 1991; Wahl el aL 1993). En
conjunto, el efecto neto que induce es la acumulación de componentes de la matriz
extracelular.
El TGF-[3 también regula la expresión de los receptores en la membrana celular de
proteínas de la matriz como por ejemplo las integrinas (lgnozt y Massagué 1987; Ignotz el al.
1988; Heino y Massagué 1989; Bauvois et al. 1992; Zambruno el aL 1995; Wang <it aL 1995),
promoviendo la interacción entre las células y los componentes de la matriz.
Otras actividades en relación con este apartado son la estimulación de la angiogénesis
in vivo (Roberts el aL ¡986; Yang y Moses 1990), y la aceleración de los procesos de
reparación tisular (Mustoe et aL 1987>.
1.3.3 Efectos sobre precursores hematopoyéticos
El I’GF-9 inhibe el crecimiento de precursores hematopoyéticos primitivos: por
ejemplo han sido descritas inhibiciones de la formación de colonias pluripotentes inducidas por
la IL-3 (Odia <it aL 1987; Keller el aL 1988; Hampson el aL 1988), la formación de colonias
eritroides (Bino el al? 1988; Ottmann y Pelus 1988) y la estimulación de dichas colonias en
l)resencia de oligonucleótidos antisentido del TGF-9 (Hatzfeld el aL 1991). Sin embargo,
también ha sido descrito que pese a la inhibición de la formación de dichas colonias, el TGE-¡3
es un potente inductor de la diferenciación eritroide (Krystal el aL 1994); otros resultados
inhibitorios se han obtenido sobre la formación de colonias megacariociticas (lshibashi el aL
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1987). La granulopoyesis, sin embargo es estimulada por el TGF-f3 en presencia del GM-CSF
(Ottmann y Pelus 1988; Keller el aL 1991). El TGF-13 también induce la inhibición del
crecimiento de células leucémicas de linaje mieloide y su muerte mediante apoptosis (Lotem y
Sachs 1992; Taetle el aL ¡993).
1.3.4 Efectos sobre linfocitos
El TGF-13 es un potente regulador del sistema inmune (revisado en Kehrl 1991;
Ruscetti y Paladino 1991: Wallick el al. 1992), demostrando la inhibición de la proliferación de
[imocitos (Ristow 1986), células T y B (Kehrl el al. 1986 a,b), células citotóxicas naturales
(NK), T citotóxicas y células cítotóxicas activadas con linfoquinas (LAK) (Rook el aL 1986;
Ranges el al. 1987: Espevik el aL 1988, respectivamente). Además de inhibir la proliferación
de dichas células, también inhibe la actividad citolítica de las células T citotóxicas y las NK
(Ranges <it al. >987; Rook el al. 1986>, y la adhesión de linfocitos T y neutrólilos al endotelio
(Gamble y Vadas, 1988). La producción y secreción de inmunoglobulinas (lgG e IgM) por
parte de las células B también es disminuida (Kehrl el al? 1986a). Sin embargo, TGF-13 induce
el cambio de isotipo a IgA en linfocitos B murinos estimulados con lipopolisacárido (LPS),
(Coflinan <it al. 1989> y la exposición continua de dichas células al factor provoca la inhibición
de la secreción de dicha inmunoglobulina.
1.3.5 Efectos sobre monocitos/macrófagos
El «l’GF-jB induce quimiotaxis en monocitos (Wahl el aL 1987), pero actúa como un
inhibidor negativo de la mayoría de las respuestas funcionales de los macrófagos. Se han
descrito efectos negativos sobre la producción de peróxido de hidrógeno (Tsunakawi el al.
1988) y la expresión en membrana de antígenos de histocompatibilidad de clase II, inducida
por el IFN-y (y-interferón), (Czarniecki el aL 1988). Otros efectos descritos sobre
monocitos/macrófagos o lineas monocíticas incluyen la regulación de integrinas (Bauvois el al.
1992; Wahl rIaL 1993), su acción como un inductor de la expresión de productos génicos que
median las respuestas inflamatorias (Noble el al. 1993), presentar sinergismo junto a otros
Factores en la diferenciación terminal de lineas monociticas (De Benedetti el al. 1990; Testa e
al. 1993) y el ser un regulador selectivo de la proliferación de macrófagos derivados de
progenitores medulares, en presencia de GM-CSF o M-CSF (Celada club 1992).
1.3.6 Citoquiu y~sÁsc&pt.9ffis
FI TGF-13 también regula la producción de citoquinas por parte de las células. Por
ejemplo, induce la expresión de los mensajeros de IL- 1 y «ENE-u en monocitos pero tiene la
10
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capacidad de inhibiría cuando la activación se produce vía LPS (Chantry el aL ¡989; Espevik
el aL 1987); la producción de ¡FN-y también es inhibida en células mononucleares (Espevik cl
al. 1987). tina característica importante del TGE-13 es su capacidad autoinductiva; cada
isofonna induce tanto su propia sintesis como la de otras isofomus (Van Obberghen-Schilling
el aL 1988; Bascom el aL 1989).
Los receptores de otras citoquinas también pueden ser modulados por el TGF-f3, entre
ellos se han descrito disminuciones en los receptores de GM-CSF, IL-3 y G-CSF en lineas
mieloides murinas (Jacobsen el aL 1991>, el receptor dc 11<1 en los linfocitos T y B (Dubois el
aL 1990), el de IL-2 en células LGL (Large Gianular Lymphocytes). (Ortaldo el aL 1991) y el
receptor del lEN-y en macrófagos (Pinson el aL 1992).
1.3.7 Efectos in vivo del TGF-M
l.~a administración sistémica de TGF-f3 da como resultado la supresión de la respuesta
inmune. Así, se han demostrado efectos beneficiosos del TGF-[3 en modelos experimentales de
transplantes cardíacos ectópicos (Waliick el aL 1990; Walterberger el al. 1993), en La
encefalomielitis alérgica inducida experimentalmente (Kuruvilla cí al. 1991: Johns el al. 199 1;
Miller el aL 1992), y en un modelo autoinmune de ratón (Lowrance el aL 1994). En este
último caso el TGF-j3 se ha propuesto como causante de la pérdida de respuesta frente a
infecciones bacterianas. Por otra parte, existen resultados contradictorios respecto a la
respuesta inflamatoria generada en modelos murinos de artritis reumatoide, dado que la
administración sistémica o local de la citoquina parecen ejercer efectos contrapuestos (Wahl el
aL 1994). Recientemente se han obtenido ratones mediante recombinación homóloga con
deficiencia congénita del gen del TGF-j31 (Shull el aL 1992: Kulkarni el aL 1993). Los
animales carentes del factor no presentan graves deficiencias en lo que al desarrollo se refiere,
aunque algún caso de muerte intrauterina ha sido observado <Kulkarni el aL 1993). Sin
embargo, tras 20 dias de vida los animales mueren debido a un sindrome agudo, caracterizado
por una infiltración celular de tipo inflamatorio y multifocal, que conduce a la aparición de
necrosis usular en vados órganos entre los que se incluyen el corazón, estómago, hígado,
pulmón, páncreas, glándulas salivares y músculo estriado. Los infiltrados están constituidos
fundamentalmente por linfocitos y neutrófilos, siendo la histopatología de dichos órganos muy
similar a la encontrada en la miocarditis, poliniiositis. y en el síndrome de Sjóegren (ShulI el
aL 1992). Estos resultados sugieren que la isoforma [31 ejerceza un efecto de tipo
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inmunosupresor in vivo y que dicha función no pueda ser compensada por la presencia de las
otras isofornias.
Muy recientemente también han sido generados ratones transgénicos que sobreexpresan
el TGF-[3 1 (Sanderson el al. 1995). En dicho modelo, la expresión del factor se encuentra
bajo el control de un promotor de expresión hepática. En dicho órgano se producen daños
tisulares caracterizados por fibrosis y muerte por apoptosis de los hepatocitos, encontrándose
además altos niveles de la citoquina en piasma. El desarrollo de la fibrosis, caracterízada por
un aumento de la deposición de colágeno, aparece además en el riñón dando lugar a
glomerulonefritis asociada a fallo renal y en otros tejidos donde existen cuadros de arteritis y
miocarditis; también son detectadas alteraciones histológicas en páncreas y testículos. Estos
resultados corroboran una de las fruciones del TGF-¡3 más importantes: La regulación positiva
que ejerce sobre la formación de los componentes de la matriz extracelular. Aunque por el
momento todavía quedan por dilucidar aspectos sobre el papel que el TGE-j3 pueda
desempeñar ¡ti vivo, se acepta la existencia de una relación directa entre la expresión aberrante
de este Ihctor y el desarrollo de enfermedades crónicas que cursan con inflamación y daño
tisular generante de los procesos de fibrosis. En este sentido, el [‘GF-13ha sido implicado en
una amplia lista de patologías tanto en modelos animales como en humanos (Border y
Ruoslahti 1992; Border y Nobel 1994).
1.4 Rqgs~ptgres de Membrana y otras proteínassute unen el TGF-~
Las respuestas celulares inducidas por el TGF-[3 están mediadas por la presencia en
membrana de receptores específicos que unen el factor. En realidad y al igual que los factores
que componen la sul)erfamilia del TGF-g, los receptores también constituyen una compleja
familia de proteínas relacionadas. Por simplicidad, en esta introducción nos vamos a referir
fimdamentalmente a los receptores específicos de los TGF-[3s, pero datos revisados referentes
a todos ellos se pueden encontrar en la literatura (Massagué 1992; Lin y Lodisli 1993: Segarini
1993; Miyazono el aL 1994; Attisano el aL 1994).
Mediante ensayos de unión por afinidad utilizando la citoqtíina marcada con (12>1> y
posterior unión covalente. se han podido detectar tres tipos principales de receptores en la
membrana de la mayoría de las células. Estos receptores son nombrados como tipo 1, tipo 11 y
tipo III (conocido también como betaglicano). Los receptores tipo 1 y 11 son glicoproteinas de
peso molecular aproximado 55 y 75 leDa respectivamente (Cheifetz el aL 1986); sus
correspondientes análogos para activinas y BMPs muestran movilidades similares (Attisano el
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al. 1992). Hasta el momento varios receptores tipo 1 y II para diferentes miembros de la
snperfaniilia del TGF-f3 han sido donados. FI receptor tipo lii es un proteoglicano de peso
aproximado 300 kDa específico sólo para los ‘l’GF-fls, y aunque su distribución es muy amplia,
se encuentra ausente en algunos tipos celulares entre los que se incluyen células musculares
esqueléticas, mioblastos, precursores hematopoyéticos y células endoteliales (Massagué 1990).
Además de estos tres tipos principales existen otros receptores en membrana que
presentan un patrón de expresión más restringido. El llamado receptor IV es una proteina de
60-64 kfla presente en la membrana de células GH3 de pituitaria y es el único que presenta
reactividad cruzada entre TGF-[3, activina e inhibina (Cheifetz el aL 1989). Fi receptor V ha
sido purificado a partir de membranas celulares de higado bovino; es una proteína de 400 lilia
y se ha demostrado que posee actividad Ser/Thr quinasa (O’Grady el aL 1992). Además de
estos, otros tres receptores con estructura de anclaje a la membrana a través dc
fosfatidilinositol, específicos para la forma 131 (180 klia) o [32(60 y 140 kDa) también han sido
descritos en algunos tipos celulares (Cheifetz <it al. 1991). También se ha reportado una
glicoproteina de peso 38 kDa, con una afinidad 5-10 veces superior por J32 que por el 131, que
ha sido caracterizada en la membrana de la línea de coriocarcinoma humano BeWo (Mitehelí
el aL 1 992a). Por último, se encuentra la endoglina, caracterizada en células endoteliales
(Cheifetz el al. 1992> y que será descrita con mas detalle en la sección 1.7. Sin embargo, la
distribución celular tan restringida de estas proteínas que unen el factor, sugiere que cumplan
alguna fimción de til)o celular-específica, que por el momento no se conoce con exactitud.
Además de su interacción con receptores de membrana, el TGF-[3 también se une a un
amplio número de proteínas solubles y asociadas a la matriz extracelular (Segarini 1993). Entre
estas proteínas se incluyen la a2-macroglobulina (O’Connor-MeCourt y Wakelield ¡987
Huang el aL 1988), una forma soluble de betaglicano (Andres el aL 1989), decorina y
biglicano (Yamaguehi el aL 1990), a-fetoproteína (Altman el aL 1990), trombospondina
(Murphy-Ultrich el aL 1992), el precursor de la proteína f3-amiloide (Bodmer el aL 1990),
colágeno tipo IV (Parallear e/ aL 1991> y fibronectina (Faya y MeClure ¡987). Además, se
han aislado tres proteínas que unen T(iF-9 de 40, 80 y 160 leDa a partir de membranas de
útero de cerdo (Ichijo eíab 1991), y a partir del clonaje del AfiNe de la forma de 40 leDa, se
ha demostrado que es una proteína secretada con una estructura conteniendo dominios del tipo
fibrinógeno y colágeno por lo que ha sido denominada ficohna. Las formas de 80 y 160 leDa
corresponden a multímeros de la de 40 kDa (Ichijo el aL 1993). Sin embargo, la forma
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recombinante de ficolina no ha demostrado capacidad de unión de] TGF-j3, por lo que es
posible que existan diferencias entre la forma natural y la recombinante que puedan afectar a La
capacidad de unión de la citoquina. La fruición que todas estas proteínas puedan desempeñar
no se conoce con exactitud; en el caso de la a2-macroglobulina. se sabe que participa en el
aclaramiento de la citoquina libre en el suero; el resto puede actuar almacenándola o
modulando la accesibilidad del factor a los receptores señalizadores en las células. Por ejemplo,
en el caso de la decorina, se ha demostrado que su administración cierce un efecto beneficioso
en el desarrollo de glomerulonefritis de un modelo experimental de rata (Border el al. 1992).
1.4.1 Recsptorestipplyll
El receptor tipo II, es una glicoproteina de niembrana de 567 residuos, con un dominio
extracelular corto, en el que abundan los residuos de cisteina y dos sitios potenciales de N-
glicosilación, una sola región transmembrana, un dominio intracelular con actividad Ser/Wr
quinasa y una pequeña cola con repetición de residuos Ser/Thr (Liii el al. 1992) (Fig. 4). El
receptor 11 está relacionado estmcturahnente con otros receptores tipo II específicos de otros
miembros de la superfamilia del TGF-j3, compartiendo un 30-40% de identidad de secuencía en
el dominio quinasa. Dos receptores tipo II de activina han sido identificados en ratón, ActR-Il
y ActR-IIB, existiendo formas alternativas de éste último, que alteran la afinidad por el ligando
y modifican la diferenciación celular en respuesta a concentraciones variables de activina
(Mathews y Vale 1991; Attisano <it aL 1992; Oreen y Smith 1990). Tanto el ActR-II como el
ActR-IIB han sido también identificados en otras especies de mamiferos (lionaldson el al.
1992; Legerski el aL 1992; Matzuk el aL 1992; Shinozaki el aL 1992). Recientemente ha sido
caracterizado un receptor tipo 11 de activina en Drosophila, Atr-ll, el cual es equidistante entre
ActR-1I y ActR-IIB desde el punto de vista de la homología de secuencia (Childs <it al. 1993>.
El receptor 11 de los «IGF-¶3s también está relacionado con dos receptores implicados en el
control del desarrollo de la larva de C.elegans, daf- 1, cuyo ligando no es conocido (Georgi <it
ci. ¡990) y daft4, un receptor con actividad Ser/Thr quinasa que une en mamíferos e] péptido
morfogénico de hueso tipo 2 (BMP-2), con alta afinidad (Estevez el ab 1993).
El receptor tipo 1 del TGF-f3, también lía sido identificado como una Ser/Thr quinasa
no relacionada con la familia de receptores II (Franzen el ab 1993). El tamaño del receptor 1
es un poco más pequeño que el del receptor 11. Se caracteriza por poseer un dominio
ex«tracelular más corto que el de dicho receptor, y no poseer en su secuencia citoplásmica la
cola de residuos de Ser/Thr en el extremo C-terntnal (Fig. 4). El receptor 1 es un miembro de
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una familia de Ser/lihr quinasas altamente relacionadas, que presentan homologías de
secuencia del 60~70o/¿ dentro de los dominios quinasa (Attisano et ab 1993; Ebner el aL 1993;
He el aL 1993: Matsuzaki <it ab 1993; ten Dijke el al. 1993; Wrana el ab 1994a). Al igual que
los receptores tipo II, presentan en el dominio extracelular un zona rica en residuos de cisteina
con una secuencia consenso de dichos residuos cerca de la región transmembrana. Al contrario
que los receptores tipo II, las seis primeras cisteinas en el dominio extracelular de esta
subfamilia se encuentran conservadas. Además, los receptores tipo 1 tienen conservado un
dominio en la zona intracelular muy cercano al dominio transmembrana, el cual se caracteriza
p~’ la secuencia SGSGSG en dicha región (región GS). Existen varios receptores de esta
sublamulia cuyos ligandos ya han sido identificados, entre ellos el de] «l’GF-9 (Franzen el al.
1993). el de activina humana, (ActR-I) (Attisano el ab 1993), y de Drosophila. (Atr-l)
(Wrana <it al. 1 994aX y un enano miembro de esta subfamilia, también en humanos (TSR-l).,
que es un receptor tipo 1 que tiene la capacidad de unir tanto TGF-j3 como activina (Attisano
el al. 1993). Cuando se sobreexpresa en células COS el homólogo murino de Act R-l, Tsk7L,
también es capaz de unir tanto activina como TGF-13 (F.bner el aL 1993); pero en esas misma
condiciones, la unión del TGF-[3 al ActR-I es muy débil (Attisano el al. 1993; Ebner el ai.
1993), por lo que no se conoce muy bien la relevancia fisiológica que esta reactividad cruzada
pueda tener. Actualmente se acepta la existencia de otros miembros de la subfamilia tipo 1,
cuyos ligandos no han sido identificados y cuya fUnción seria la de actuar como receptores
para otros miembros de la superfamnilia del TGF-f3.
1.4.2 g~c.~pM=i.tipo1lljH4aglican=j
El betaglicano es un proteoglicano de membrana formado por una secuencia de 853
residuos, en iata, la mayoría de los cuales se organizan en un gran dominio extracelular donde
se unen cadenas de glicosaminoglicanos tanto del tipo heparán como condroitin sulfatos
(López-Casillas el ab 1991; Wang el aL 1991; Morén <it ab 1992). El betaglicano tiene la
capacidad de unir las tres isofonnas del TGF-[3 con alta afinidad (Kti0~1~>M), no siendo los
glicosaminoglicanos necesarios para dicha interacción (Segarini y Seyedin 1988; Cheifeiz el
aL 1988a; López-Casillas el cl. ¡994). El sitio de unión del TGF-j3 parece estar situado en la
mitad N-terminal de la porción extracelular tal y como se deduce de los ensayos realizados con
un panel dc fornas truncadas de betaglicano expresadas en células de mamífero (López-
Casillas el al. ¡994). No obstante, existen resultados contradictorios, basados en ensayos de
unión al TGF-[3 de fragmentos de la proteína expresada en bacterias, que sugieren que el s:itio
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de interacción radica en el extremo C-terminal de la región extracelular <Puleushima el al.
1993). El betaglicano contiene además un único dominio transmembrana y un corto segmento
citoplásmico formado por 43 residuos, rico en residuos de Ser y Thr, que no presenta
correspondencia con ninguna secuencia señalizadora.








flg. 4 Receptores tipo 1 y II del TGP-~. Representación esquemática de ambos receptores y algunos de los
aspectos que comparten con otros receptores tipo 1 y 11 de la superfamilia de factores del TGF-p. Los péptidc’s
senal están representados mediante los rectangulos superiores, las cisteinas en el dominio extracelular se
representan mediante lineas horizontales y la “caja” de cisteinas conservadas en las familias de receptores
aparecen delimitadas por la linea vertical y la flecha. Los dominios transmembrana aparecen representados por
el rectángulo en negro, el dominio GS presente en el receptor 1 mediante las líneas oblicuas y los dominios
quinasa por los rectángulos inferiores. En el receptor II se destaca la zona rica en SeriThr en el extremo (7-
terminal, ausente en el receptor I Attisano «1 al. 1994. Bíochírn e( Biop/ws. 4 cia 1222:71—80)
Betaglicano presenta niveles de homología significativos con endoglina, especialmente
en la zona transmeinbrana e intracitoplásmica. Una descripcion mas exhaustiva de este otro
receptor de! lGF-<3, así como [a relación de homología entre ambos se expone en [a seccion
1.7 dc esta inemona.
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1.5 Mecanismo de señalización gel TGF-13 y papel de sus tres receptores principales
Tanto el receptor 1 como el II poseen un dominio extracelular de unión al ligando y un
dominio intracelular con actividad quinasa y por tanto potencialmente íínplicados en la
trausducción de señal del TGF-13. Por similitud con el mecanismo por el cual operan las tirosín-
quinasas (revisado en Heldin 1995), la formación de homo- y hetero-oligómeros de los
receptores ha sido demostrada (Geiser el al. 1992; Ebner el al. 1993; Henis el aL 1994;
Moustakas el ab 1993; Vivien el ab 1995). Actualmente se sabe que el mecanismo de
trausducción de señal ~í¡¡eel TGF-¡3 utiliza implica la formación de complejos heteroméricos
entre los receptores 1 y II en presencia del factor (Massagué 1992; Wrana el ab 1992; lnagaki
el al. ¡993: Wrana el al 1994b>.
Las evidencias más claras de la necesidad de los dos receptores en el complejo
senalizador. derivan de los estudios realizados con mutantes de las células epiteliales de visón
Mv 1 Lu, obtenidos por mutagénesis química y seleccionados por su resistencia a la inhibición
de la proliferación inducida por el TGF-13 (fig.5>. Dos tipos de células fueron seleccionadas
segun sus características fenotipicas: Mutantes que mediante ensayos de marcaje por afinidad
no mostraban ‘l’GF-f3 anido al receptor 1 pero si al receptor II (clase R>, y mutantes que
mostraban ulla unión anómala del factor tanto al receptor 1 como al 11 (clase DR), (Boyd y
Massagué 1 989; Laiho el cl. ¡ 990a). La obtención de células somáticas hibridas entre estas
dos clases permitía el rescate del receptor 1 (Laiho <it ab 199 la>, lo que demostraba la
íhá~esencia “fisica” de dicho receptor en los mutantes DR, a pesar de no unir la citoquina. Por
otra parte. ambos mutantes recuperaban la sensibilidad al TGF-IB al ser transfectados con el
receptor II. y el receptor E recuperaba la capacidad de unir la citoquina. lo que ponía de
manifiesto que el receptor 1 necesita la presencia del II para unir el ligando (Wrana el al
1992). Además, en los incitantes R, donde la unión al receptor II era normal pero no al
receptor 1, no existía respuesta al TGF-13, aún después de transfectar establemente el receptor
II. lo que demostraba la ausencia de mutaciones en e] receptor U endógeno como causantes de
la falta de señalización, y al mismo tiempo ponían de manifiesto, la necesaria presencia del
receptor 1 en el complejo señalizador (Wrana dat ¡992>. Fn conjunto, todos estos resultados
indican que el receptor 1 requiere la presencia del 11 para unir el ligando y que el receptor II
necesita la presencia del 1 para que se produzca la señalización (Fig.5). Resultados similares se
han obtenido en la lítica humana derivada de un hepatoma Hep 38. línea celular resistente a los
efectos biológicos del TGF-[3, y que tras la transfección del receptor tipo U recupera la
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sensibilidad al factor (lnagaki el aL 1993). La unión heteromérica de ambos receptores en
presencia del TGF-p ha sido demostrada mediante estudios de inmunoprecipitación en células
MvlLu, en el hepatoma 3B (Wrana el ab 1992, Franzen et ab 1993, lnagaki el ab 1993) y en
modelos de expresión viral en células de insecto (Ventura el al. 1 994).
Fenotipo Salvaje Mutantes R Mutantes DR
o
a
Señal No señal No señal
Fig. 5 Representación esquemática de los receptores del TGF-j3 presentes en las células MvlLu do
fenotipo salvaje y los niutantes R y DR. En la célula parental los receptores 1 y II forman complejos en
presencia del factor y consecuentemente generan señales intracelulares. En los mutantes R, el receptor II
normalmente expresado interactña con el ligando pero en ausencia del receptor 1 no transmite señal Por el
contrario el mutante DR posee un receptor 1 normal pero la ausencia del II impide la unión del ligando
(Attisano cf al. 1994 l3roch¡rn. cf J.?iophy.sx Acta 1222:71-80)
Aunque establecida la asociación de los dos receptores en el complejo señalizador, el
esquema de la figura 5 no explica cual es el responsable de la transmisión de señal. A partir de
los trabajos de Wrana el al. (1994b), se conoce con exactitud la participación de cada receptor
en la unión del ligando y postenor propagación de la señal en membrana (Fig. 6): El TGF-9 se
une directaniente al receptor II, el cual se encuentra constitutivamente fosforilado y además la
presencia de la citoquina nO altera dicha fosforilación. Una vez el TGV-J3 se une a dicho
receptor, se produce la asociación beteromérica al receptor 1, que a su vez es fosforilado en el
dominio US por parte de la actividad Ser/Thr quinasa dcl receptor II. lina vez producida esta
tosibrilación, se propaga la señalización sobre otros sustratos sueeptibles de ser fosforilados
por parre del receptor 1. El hecho de que este receptor sea el elemento clave y necesite ser




a> La expresión mediante transfección del receptor 1 en los mutantes R de las células
Mvi Lu, defectivos en dicho receptor y resistentes a la inhibición de la proliferación inducida
por el 3GF-(3, rescata dicho efecto biológico en las células (Franzen <it aL ¡ ~
b> La expresión de una forma truncada del receptor 11, conservando la capacidad de
unión a la citoquina pero sin dominio quinasa intracelular, junto a un receptor 1 normal,
permite la formación del complejo beteroméríco pero no transduce señal en las células
parentales MvlLu (Wieser el al. 1993).
c) La expresión de una forma mutante del receptor II, sin actividad exo-quinasa,. no es
capaz de inducir la fosforilación del receptor]. Deforma recíproca, la coexpresión en mutantes
R de una forma defectiva en el dominio quinasa del receptor 1 junto al receptor 11, demuestra
la fosforilación del receptor II, lo que excluye la autofosforilación del receptor 1 (Wrana et al.
1994b).
d) La expresión de un receptor II normal junto a un receptor 1 carente de la región GS.
no es capaz de inducir la fosforilación del receptor 1 ni restaurar la pérdida de respuesta al
TGF-¡i3 en células R. Por el contrario, la expresión del receptor 1 nonnal en las mismas células
da lugar a la respuesta esperada (Wrana <it ab 1994b).
e) Por último, la expresión de un receptor 1 en mutantes DR con una mutación puntual
en el dominio GS (cambio de Thr-204 por Asp), confiere a dicho receptor la capacidad de ser
constitutivamente activo, propagando las señales atribuibles al TGF-~ en ausencia del receptor
II y del ligando (Wiescr el aL 1995).
El mecanismo de transducción de señal vía asociación. heteromérica también ha sido
demostrado para otros miembros de la superfamilia del TGF-f3 (Attisano <it aL 1993; Ebner el
aL 1993: Mathews y Vale 1993: Wrana el aL 1994a). En estudios de inducción de tejidos
mesodérmicos en Xenopus se ha demostrado que la expresión de un receptor truncado (le
activina bloquca sus efectos (llemmati-Brivanlou y Melton 1992). Por otra parte, asociaciones
heterómericas entre el receptor II del TGF-r3 y el TSR-l, un receptor tipo 1 humano con
capacidad para unir activina y TGF-f3, han podido ser demostradas mediante ensayos de
marcaje por afinidad (Attisano el aL 1993). Resultados similares se han obtenido con los
receptores de activina en L)rosophila (Attisano el aL 1993; Wrana el ab 1994a), por lo que
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ñg. 6 Modelo general de La iniciación en membrana de las señales inducidas por el TGF-~ a través de
sus receptores. El receptor (1 es el primero en unir el ligando y se encuentra constitutivamente fosforilado, su
actividad exo-Ser¡Thr quinasa foslérila al receptor 1, tras formar un complejo heteromérico en presencia del
TGF-9. La fosforilación del receptor 1 se produce en el dominio GS, provocando su activación, lo que permite
que el receptor 1 actúe ahora como propagador de la señal mediante su actividad SerlThi quinasa <Wrana ci
al 994. iVatnrc 370:341-347)
Aunque por el momento se han identificado multiples formas del receptor tipo 11 de
activina, sólo se conoce una forma del receptor II del TGF-f3 y dos receptores tipo 1. La
identificación de estas dos formas del receptor 1 concluye tras la caractenzacion de un grupo
de Ser/Thr quinasas relacionadas conocidas como ALKs (Activin-receptor Like Kinases), a las
que hoy se les asignan las siguientes fUnciones: ALK- 1 (identica a TSR-1), (Attisano el aL
1993), con capacidad para unir tanto TGF-~ como activina y transducir la señalización de
ambos; ALK-2 que es el receptor 1 humano de activina (Attisano et ab 1993) y su homólogo
murino Tsk 7L (Ebner <it aL 1993), tienen capacidad para unir TGF-j3, aunque sólo transducen
senales correspondientes a actívina; y por último, ALK-5. que sólo une y transduce señales
correspondientes a rGE-~3 (Franzen et ab 1993). Un hecho importante es que la asocíacion
entre el receptor II del i’(iF-[~ y TSR-l no induce las mismas respuestas en presencia de 1’GF-fl
o activina (Attisano el al. ¡993). Otro ejemplo de reacción cruzada entre miembros de la
superfaniilia de factores del TGF-f3 y sus receptores, ha sido recientemente reportado con la
OP- 1 (Osteogenie Protein- 1 6 BMP-7) y los receptores tipo II de activina (Yamashita el al.




de la señal. La Fabla 1 resume los receptores y sus ligandos que sc conocen en la actualidad y
(liferentes nomenclaturas que se pueden encontrar en la literatura.
Nombre Ligando Otras nomenclaturas
Receptores tipo II
ActR-ll Activinas, OP- 1
ActR-llB Activinas, 0W 1
l’G12-¡3 1*-II ~l’GF-91,2,3
Receptores tipo 1
ActR-l Activinas, OP- 1 AI.K-2: SKR- 1; i’sk-7L;RI
ActR-IB Activinas ALK-4. SKR-2; R2
~l’(il-f~Rl TGF-9l,2,3 ALK-5: R4
AI.,K-l TGF-~l, Activina A YSR-l; R3
BN’IPR-IA OP-l; BMP-4; BMP-2 ALK-3. BRK-l
BMPR-l8 OP-l:BMP-4 AI.K-6
Tabla 1. Receptores de la superfamilia del TGF-¡~ con actividad Ser/Thr quinasa y sus respectivos
ligandos en mamíferos (Yamashita cia1. 1995..!. (‘dl. Rial. 130:217-226)
El papel que el receptor tipo 111 o betaglicano desempeña en las respuestas celulares
inducidas por el TGF-fl se conoce parcialmente. La falta de motivos con actividad quinasa
potencialineuíte implicados en transducción de señal ha sido demostrada tras el clonaje del
ADNc de la proteína de rata, humana y porcina (López-Casillas ej al 1991; Wang el aL 1991;
Moren etab 1992). La ausencia de participación directa del betaglicano en la señalización lite
inferida dada la existencia de algunos tipos celulares que presentaban respuestas al T(iE-{i. y
sin embargo, no expresaban niveles detectables de betaglicano (Massagué cf aL 1990).
Además, ninguno de los mutantes de células Mv! L.u resistentes a los efectos de la citoquina.
presentan niveles alterados de unión del factor a dicho proteoglicano (1 aiIm cIa!. lQQOa). la
función que se le asigné inicialmente flie la de actuar como un receptor con capacidad de
presentación o almacenamiento del TGF—f3 en la membrana. l.ópez—Casillas cí al <1993) han
demostrado c¡ue una vez expresado mediante transíección en la linea de mioblastos de rata
KL
9. hetaglicaiío se asocia con el coínplejo señahzador en presencia del ligando. Esta
asociación se produce a través del receptor tipo II y flincionalmente se traduce en tiula mayor
capacidad tic unión dc la citoquina por parte de dicho receptor. así como una amplificación de
las respuestas de inhibición dc proliieracíon inducidas por el ~¡{iE—(3(Hg. 7). Estos efectos son
especialmente evidentes cuando los ensayos se realizan en presencia de la isofonna ‘l~GF-~2.
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Betaglicano es capaz de unir las tres isoformas de la citoquina con la misma afinidad pero con
una Kd del orden de 10 veces mayor para las isoformas J31 y f33 que la de los receptores 1 y II
(Massagué 1990>. La isoforma 32 es la que se une con menor afinidad al receptor tipo II por lo
que la presencia de betaglicano podría facilitar el acceso de dicha isoforma al complejo
señalizador (López-Casillas <it ab 1993). Se conocen algunos subtipos del receptor tipo 111 que
muestran diferentes afinidades por las isoforinas del TGF-f3 en ciertos tipos de células (Segarini
<it ab 1987; Mitehelí y 0’Connor-McCourt 1991; Mitchell <it ab 1992b), aunque la relación
que existe entre dichas formas y el receptor donado no están totalmente determinadas.
Además de la forma de membrana, el dominio extracelular de betaglicano puede ser
liberado en forma soluble al medio (fig. 7>, posiblemente como consecuencia del efecto
proteolítico de alguna actividad enzimática en uno o dos sitios potenciales de corte presentes
en su secuencia (Andrés el aL 1989; López-Casillas <it aL 1991). En este sentido, se ha
descrito recientemente que la plasmina es capaz de liberar dicha forma soluble <Lamarre el al.
1994). Los efectos que ejerce la fonna soluble recombinante, secretada como proteína
truncada en células de insecto o en la línea MvlLu, son antagónicos a los inducidos por el
TGF-¡3 en las células (López-Casillas <it al. 1994), lo que sugiere que podría actuar como un
“secuestrador” de la citoquina, impidiendo así los efectos que pudiera desencadenar en las
células (Hg. 7). La cantidad de betaglicano soluble presente en los fluidos biológicos puede
desempeñar así un importante papel regulador del TGF-I3 iii vivo.
Además de unir TGF-13 con su núcleo proteico. se ha demostrado que betaglicano une
la forma básica del factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF) mediante las cadenas de
azúcares (Andres ci al. 1992). El bFGF necesita unir heparina o heparán sulfatos para ejercer
sus efectos biológicos a través de su receptor de alta afinidad, una tirosín-quinasa; es posible
por tanto que el betaglicano tenga la capacidad de modular las respuestas celulares tanto del
TGF-j3 como del bFGF. Betaglicano presenta homología de secuencia, además de la ya citada
con endoglina. con otros componentes de membrana tales como los receptores presentes en
espermatozoides. Zp2 y Zp3, el componente proteico de la orina uromodulina y el zimógeno
glicoproteico de la membrana de gránulos GP-2 (Bork y Sander 1992).
1.6 $eñales intracelulares inducidas porel TGF-~
tas señales intracelulares inducidas por el TGF-13 no son bien conocidas. Los sustratos










flg. 7 Betaglicano es una molécula accesoria. Como proteoglicano de membrana, actúa corno un presentador
del TGF-l3 al complejo señalizador formado por los receptores 1 y II, aumentando las respuestas inducidas por
el ligando (izquierda>. Como proteina soluble, betaglicano puede secuestrar el TGF-¡3 y disminuir su acceso a
los receptores señajizadores, bloqueando parte de sus efectos (derecha> (Altisano el nf 1994. I3iochrrn el
l3iuphvs >1 ¿Ió 1 222.71 —80>
sin embargo. hoy se conocen algunos de los componentes que pueden intervenir o ser dianas
de las señales inducidas por el factor. El TGF-~ es un regulador negativo del ciclo celular que
actúa deteniendo La progresión a través de las últimas etapas de la fase GI (Pietenpol et ab
1990a: Howe el aL 1991; Laiho <it ab 1990b). En la línea MvlLu tras la inhibición del ciclo
por el l’GE-fi. la fosforilación de la proteína del retinoblastoma pRE es bloqueada (Laiho el
aL 1990b; Funikawa <it aL 1992) manteniéndola en su estado hipofosforilado. Este efecto es
bloqueado por la presencia en las células de componentes virales tales como cl antigeno T (leí
virus SV4O (Laiho el ab 199014 La fonna hipofosforilada de la pRIl está considerada como la
supresora de la progresión en el ciclo y por tanto la que actuaria bloqueando la entrada en la
fase 5. Varias ciclinas (Dl, D2, [)3 y E) y sus quinasas asociadas (cdk2, cdk4 y cdk5) parecen
regular eventos durante Cl, que al menos fi vitro son capaces de conducir a la fosforilación de
la pRB (Ewen el aL 1993a), requisito para la progresión hacia la fase S. Dichos resultados
junto a las observaciones obtenidas de que el TGF-13 pueda actuar como un inhibidor de las
cdks durante Cl (1 lowe el ab 1991; Geng y Weinberger 1993: Ewen el ab 1993b), han hecho
que se considere a dichas quinasas, como moléculas diana de la señalización del TGF-9. Dos
mecanismos alternativos de actuación se han propuesto para este factor corno inhibidor de]
ciclo celular; bien actuando sobre los niveles de expresión de ambos componentes del complejo
4
Señal Ausencia de señal
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eiclina-cdk o bien actuando sobre un pequeño grupo de moléculas inhibidoras de las cdks
conocidas como CDKIs (Cydin Dependent Kinase lnhibitors), (revisado en Sherr 1993;
lltmter y Pines 1994). Geng y Weinberg (1993) han reportado que el TGF-13 bloquca la
expresión de la ciclina E en queratinocitos humanos, al igual que es inhibida la expresión de
cdk4 en células Mv 1 Lu. aunque la expresión constitutiva de dicha cdk es suficiente para
superar el efecto inhibidor del TGF-f3 (Ewen et ab 1 993b). Además, en células inhibidas en la
fase GI del ciclo, existen tanto ciclina E como cdk2, pero no se encuentran complejos
catalíticamente activos de ambas (Koff el aL 1993). Esta inhibición del complejo ciclina E-
cdk2, se correlaciona con la presencia de una proteina, p27, que actuaria como un elemento
inhibidor de dicho complelo (Polyak el ab 1994a). Esta proteína, sin embargo, no es regulada
desde el punto de vista de los niveles de expresión por el TGF-~ (Polyak <it ab 1994b), sino
que estaría sometida a una regulación postraduccional. Otro componente similar a la p2’7 lo
constituye la p2 1, molécula cuya expresión es aumentada por el producto génico supresor de
tumores p53, y que al igual que la anterior inhibe la actividad de los complejos cíclina-cdk
(Harper el aL 1993; EI-Deiry el al. 1993). Otros dos componentes de este grupo de
inhibidores han sido recientemente donados y caracterizados: p 16 (Serrano el aL 1993),
inhibidor de la progresión del ciclo a través de cdk4 y cdk6: y p 15, otro miembro muy
relacionado con el anterior y que es inducible hasta 15 veces en queratinocitos tras el
tratamiento con TGF-13 (Hannon y Beaeh 1994). Actualmente se acepta que el TCxF-f~
actuaría sobre el ciclo celular implicando al menos a dos de los inhibidores antes mencionados,
p27 y p 15: En la célula proliferante, p27 se encontrada asociada con múltiples complejos
cíclinas-edks, como ciclínas D-cdk4,6 y cilina E-cdk2. Los niveles de p27 no serían entonces
suficientes coíno para inhibir el total de complejos presentes en las células, de otro modo la
j)rogresión en el ciclo quedada inhibida. Tras el tratamiento con l’GV-9 la distribución de p27
se alteraría, de tal modo que los complejos ciclina E-cdk2 serian completamente inhibidos y las
células quedarían detenidas en GI/S. El TGE-I3 también actúa sobre la expresión de pIS. la
cual se unida directamente a cdk4 y cdká desestabilizando las ciclinas D. Según este modelo [a
unión de pl 5 a cdk4 y cdkó sería la responsable de la redistribución de p2’7, asociándose con el
complejo ciclina E-cdk2 (Peters 1994).
La represión de la expresión de c-unyc también constituye una importante señal para la
inhibición de la prolit’eración inducida por el TGF-fl. En ensayos realizados mediante
tratamiento de queratinocitos con la citoquina se ha comprobado la inhibición de expresión <le
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c-rnyc (Coffey el aL 1988; Pietenpol el a! 1990a); la via de señalización que conduce a dicha
represión ha implicado tanto a la pRB como a otros componentes celulares fPietenpol el al.
1 990b, 1991). La disminución de c-nryc no parece sin embargo restringida a la fase Gí del
ciclo, lo que lía sugerido una vía alternativa de regulación independiente del ciclo celular
(Zentella el al 1991; Munger el aL 1992). Recientemente, se ha reportado que la
sobreexpresión de c-myc bloquca el efecto inhibitorio sobre la proliferación del TGF-43, aunque
su expresión es necesaria cuando TGF-~ induce señales mitogénicas sobre las células
(Alcxandrow rial. 1995>.
La estimulación del crecimiento celular por parte del TGF-f3 también ha sido observada
en algunas células mesenquimales. Sin embargo se ha propuesto mi mecanismo indirecto a
través del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGE) o sus receptores (Leofel ab
1986; Yamakage el al. 1992 respectivamente). La estimulación del crecimiento de las células
AKR-2B ocurre tras un periodo suficientemente largo como para que se produzca la inducción
de la cadena 13 del PD(iF (Sliipley el a! 1985) y mediante un mecanismo autocrino induce una
vía estimuladora del crecimiento celular (Leof et al. 1986>. La producción de la cadena A del
PDGF también es inducida en células musculares lisas humanas asi como en fibroblastos, tras
la exposición a bajas concentraciones de TGF-j3 (Battegay c/ aL 1990; Soma y Grotendorst
1989). Además, en esos ensayos la estimulación del crecimiento es inhibido en presencia de
anticuerpos anti-PDGF (Battegay el ab 1990>. Sin embargo, a altas concentraciones de TOP-
9 la expresión de la cadena a del receptor del PDGF es inhibida, que junto con otras señales
inhibidoras pueden tener como efecto neto la inhibición de la proliferación (Battegay et al..
1990).
Los efectos del TGF-9 sobre los componentes de la matriz extracelular están mediados
directamente po’ la regulación transcripcional de los genes implicados en el recambio de dichos
componentes. La activación transcdpcional de los genes que codifican colágeno tipo 1 y PAl- 1
se debe a la existencia de elementos de respuesta al TGF.-f3 en los correspondientes promotores
(Rossi el ab 1988: Ritzenthaler eta! 1991; Westerhausen el ab 1991; Riccio cf ab 1992). La
represión del gen de la metaloproteasa transinal estromelisina se encuentra controlada por un
elemento regulador negativo de TGF-9 (TU!) en su promotor, y está mediada por la unión de
un complejo proteico donde se encuentrafos (Kerr el al. 1990). La producción de citoquinas
taml)ién está regulada transcdpeionahnente. Así por ejemplo, la autoinducción del propio TGF-
f3 está mediada por el complejo Al’-! (Kim el al. ¡990), y la inhibición del gen de la IL-2 eíí
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linfocitos T ocurre a través de un sitio de unión tipo octámero en el promotor del gen
(Brablezt et al ¡993>.
Otras señales intracelulares inducidas por el TGF-9 han sido descritas, aunque en la
actualidad no se conocen con certeza los mecanismos moleculares que las desencadenan. Entre
ellas, se encuentran la activación dc 21 ras (Mulder y Monis 1992), la inhibición de la
hidrólisis de fosfatidilcolina inducida a través de la fosfolipasa C (Díaz-Meco el a! 1992), la
inhibición de la actividad del producto génico supresor de tumores p53 (Suzuki el ab 1992:
Landesinan eta! 1992>, la activación de proteinas-fosfatasas (Gnippuso el aL 199 l~ y la
activación de la PKC y la fosfatidilcolina-fosfolipasa C <Halstead 1995 el al 1995). Además el
TGF-9 induce una rápida fosforilación de muchas proteínas nucleares entre las que se
encuentra el factor transcripcional formado por la proteína ligadora del elemento respondedor
a AMPc (CREB) (Kramer el a! 1991), y también induce el ARNni de algunos genes de
respuesta temprana tales como c-jun,jun-B y c-fos en diferentes tipos celulares. (Pertovaara el
al. 1989, Laiho el al. 199W; 1-Ianazawa el a! 1991; Lafon el al. 1995>. El TGF-3 y el
producto de e-fas parecen mantener una regulación recíproca ya que la sobreexpresión de e-fas
disminuye la síntesis del factor, aunque aumenta la expresión de sus receptores (Mercier el aL
1995). La expresión dejunB se ha utilizado como un marcador de respuesta celular al I’GF-~
en algunos tipos celulares; en la actualidad se conoce, que dentro de las vías de señalización
inducidas tras la unión sus receptores, el control de la expresión de junB y de las proteínas de
matriz extraceluiar, es independiente de la inhibición de proliferación mediada por la
fosfodíación de la pRB en células Mv 1 Lu (Laiho el ab 1991).
¡‘7 Endqgjjna
Endoglina es una glicoproteina de membrana, identificada a mediados de los años 80
mediante anticuerpos monoclonales dirigidos contra células linfoblásticas humanas
(Quackenbush el a! 1985, 1986). Con posterioridad se demostró que uno de los anticuerpos
obtenidos, 4464, era altamente reactivo con un componente de la membrana endotelial
(Gougos y Letarte 1988a). Estructuralmente, el antígeno reconocido por dicho Am
corresponde a una glicoproteina de peso molecular 180 kDa, compuesta de dds monómeros de
95 kDa tras ser sometida a tratamientos reductores. Con posterioridad, también se ha
identificado en proeritroblastos de la médula ósea del adulto (Burhing el ab ¡99 L),
síncitiotrofoblastos de la placenta (Gougos el al. 1992; St-Jacques el aL 1994a), así como en
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precursores tempranos de células 13, proeritroblastos y células estromales de la médula fetal
(Rokhlin el al. ¡995). En ratón, endoglina también ha sido identificada en las células
estromales del tejido conectivo del intestino, estómago, corazón, músculo, útero, ovados y
testículos (St-Jacques <it a! ¡ 994b). En 1993, durante el V Taller Internacional sobre antígenos
de diferenciación de leucocitos humanos se le asignó el “Cluster de Diferenciación” CD ¡05
(Schlossman el aL 1995a).
1.8 Caracterización_bioquiinic~..yslonae molecular
Endoglina es una glicoproteina, tal y como lo demuestra su capacidad de union a
diferentes lectinas ((jongos y Letarte 1 988b). De su caracterización bioquimica mediante
digestión enzimática con exo- y endoglicosidasas, se deduce que posee oligosacáridos unidos a
las cadenas peptídicas a través de enlaces N-Asn y O-Ser/Thr (Gougos y Letarte 1988b)
constituyendo aproximadamente el 35% en peso sobre el total de la glicoproteina..
Fin la actualidad se conocen las secuencias que codifican la proteína humana, murina y
porcina tras el clonaje de los correspondientes ADNc. La primera en ser donada ifie la humana
a partir de una librería de expresión de células endoteliales (Gougos y Letarte 1990). El ADNc
aislado por este grupo no incluja la secuencia completa correspondiente al péptido señal y de
su estructura primana se deduce que es una proteína integral de membrana tipo 1, compuesta
por una porción extracelular formada por 561 residuos, un dominio transmembrana
hidrofóbico formado por 25 , y un dominio intracelular formado por 47 residuos. El ARNm
correspondiente es detectable como una sola banda de 3.7 kb. En la secuencia de la proteína
existen cuatro sitios l)otenciales de glicosilación del tipo N-Asn y uno del tipo O-Ser/Tbr en la
porción extracelular Una secuencia particular encontrada en la estructura primaria es el
tripéptido RGI) dentro de un entrorno hidrofilico; esta secuencia ROD constituye un sitio de
reconocimiento por algunas integrinas (Ruoslahtí y Pierschbacher 1987; Hynes 1992). El hecho
de que en la estructura primaria apareciera dicho motivo, el primero descrito en la superficie de
células endoteliales, hizo pensar que la fUnción de endoglina estuviera relacionada con
fenómenos de adhesión celular. Sin embargo, la ausencia de dicho tripéptido en la proteína de
cerdo y ratón, además de la ausencia de datos experimentales firmes en dicho sentido hasta
hoy. parecen descartar la participación de endoglina en dichos procesos. Otro dato deducido
de su secuencia fUe la falta de homología con otras proteínas de secuencia previamente
conocida, lo que le daba la particularidad de ser una proteína nueva.
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Yamashita el al (¡994) reportaron el clonaje de un ADNc correspondiente a la
endoglina de cerdo a partir de una librería de expresión de útero porcino. Lo más característico
de su secuencia era la ausencia del tripéptido RGD en la porción extracelular y un grado de
homología variable con la endoglina humana: mientras que los dominios transmembrana y
citoplásmico de ambas tienelí un 96% de identidad, la porción extracelular sólo guarda un
6600. Mediante experimentos de inmunoprecipitación a partir de células endoteliales de la aorta
de cerdo este grupo demostró que endoglina tiene un peso en condiciones no reductoras de
¡30 kDa, formada por dos monómeros de 85 kDa en condiciones reductoras. Similares
resultados fUeron obtenidos tras el clonaje de la endoglina murina (St-Jacques el ab 1994b; Ge
el aL 1994) a partir de librerías de placenta y de células endoteliales de cerebro,
re9)ectívalnente. El grado de homología, en conjunto, de las tres especies es del 7Oto, sin
embargo. el dominio transmembrana y el citoplásmico, considerados por separado presentan
un 95% dc identidad. Como ya se ha comentado la secuencia RGD, también está ausente en la
proteína murina.
1.9 Endoglina es un receptor del TGF-13
A partir del clonaje y secuenciación del betaglicano de rata, se pudo deducir la
existencia de cierta homología de secuencia en la zona extracelular y una homología del 70 ~
en los dominios transmembrana y citoplásmico de ambas moléculas (López-Casillas el a!
1991; Wang eral ¡991), (fig.9).
Estos resultados sugirieron que endoglina podría ser un componente del sistema de
receptores de TGF-f3. Cheifetz et. al. (1992) demostraron que endoglina podía unir las
isoformas ¡31 y ¡33 del TGF-f3, pero no la isoforma f32 tanto en células endoteliales como en
COS transfectadas con tui ADNc completo de la proteína. Además, mediante experimentos de
competición se demostró que la afinidad de la unión de la forma [31era alta, calculándose una
K<tSO pM. ires datos adicionales añaden relevancia a este resultado: Por una parte endoglina
se encuentra altamente expresada en el endotelio, tejido donde no se expresa betaglicano, o 1.a
expresíon es muy débil (Segarini el aL 1989; Fafeur el a/Y 1990; Cheifetz y Massagué 1991;
Merwin <it al, 1991>; por otra parte existe una diferencia de especificidad respecto a las
isofonnas del ¡GE-It mientras que betaglicano une las tres fornías con alta afinidad, endoglina
solo une las formas f3 1 y ¡33 (López-Casillas el al. 1991; Cheifetz et. al. 1990); por último “el
patrón’ de respuesta de las células endotelialesa las isoformas del TGl?~I3 se adapta a la




Fig. 8 Domin¡os estructurales de betaglicano y endogl¡na. Representación esquemática, resaltando las zonas
de homologia de secuencia de betaglicano y endoglina. Las regiones transmexnbrana y citoplásmica de antas
proteínas comparten un alto nivel de homologia; dos regiones con débil similitud están presentes en los
ectodoinínios de ambas proteínas (rectángulos sombreados). Los números representan el porcentaje de similitud
en la secuencia entre los dominios de betaglicano y endoglina. Los ovalos horizontales representan las
posiciones de los residuos de cisteina y los sitios potenciales de unión de íos glicosaininoglicanos en el
betaglicano tantién se indican (GAGs) ( Cheifetz el al. 1992. .1. thai. (‘hem. 267:19027-19030)
son fuertes inhibidores de la proliferación de endotelio en varios sistemas experimentales,
mientras que ¡32 no lo es (Merwin el ab 1991; Cheifetz el aL ¡990; Erater-Schroder el ab
1986). En apoyo de estos resultados ha sido recientemente descrito que la transfección de
betaglicano en células endoteliales de aorta bovina incrementa las respuestas a la isoforma ¡32
de dichas células (Sankar <it aL 1995). En conjunto, es razonable suponer que endoglina y
betaglicano pudieran actuar de modo similar sustituyendo uno a otro según el tipo celular. Un
hecho también destacable que se puede deducir de los resultados de Cheifetz el ab (1992), es
que el análisis de Scatchard realizado en células endoteliales demostró que el número de sitios
de unión son aproximadamente 20.000 sitioslcel,, y que al menos tres componentes
contribuyen al total de los sitios (receptores 1 y LI más endoglina); sin embargo sc han
calculado aproximadamente 1 xl 00 inóleculas de endoglina en la membrana del endotelio
(Gougos cl al 1992). lo que implica una participación minoritaria de endoglina en la unión
total de la citoquina ~‘ plantea la posibilidad de que ésta necesite algún componente adiciona]L
para unir el ¡‘UF-Ii Funcionalmente betaglicano actúa en membrana como un presentador de






¡)resencia del TGF-¡3 con el receptor II y aumentando los efectos que éste induce en las
células. Esta potenciación de los efectos se hace especialmente evidente en el caso de la forma
¡32, que es unida por cl receptor II con menor afinidad. I)e forma similar al betaglicano, se ha
reportado la asociación de la endoglina porcina en presencia del TGP-¡3 con los receptores
senalizadores en en células endoteliales (Yamashita et aL 1994). Sin embargo, cual pueda ser
su papel en cl contexto de las respuestas celulares mediadas por el TGF-13 es desconocido.
1.10 ReLevancia fisiológj~ de la presencia de enna en membrana
Es poco sabido hasta hoy, el posible papel que endoglina pueda jugar en las respuestas
celulares mediadas por el TGF-13. Recientemente el gen de endoglina ha sido identificado como
responsable dc la telangiectasia hemorrágica hereditaria tipo 1 (enfermedad de Osler-Weber-
Rendu) (McAllister <it aL ¡994). Esta enfermedad, de baja incidencia, se transmite de forma
autosómica dominante y se caracteriza por la presencia de alteraciones vasculares y
hemorragias recurrentes~., especialmente en la mucosa nasal, tracto gastrointestinal y la
formación de telangiectasias viscerales. En algunos pacientes (20%) se producen
malformaciones arterio-venosas en los pulmones y se asocian con complicaciones más graves
como el infarto y accesos cerebrales. Endoglina ha sido localizada en el brazo largo del
cromosoma 9 en humanos (Fernández-Ruiz cf aL 1993), y en la zona proximal del cromosoma
2 murino (Qureshi el aL 1995). En concreto, la localización del gen humano corresponde a la
zona 9q33-q34, la misma que ha sido identificada por MeAllister cf aL (1994) como la
portadora de tres tipos de mutaciones en individuos afectados con dicha enfermedad: a) Un
cambio de C por Ci que convierte una tirosina en un codón de terminación: b) Una delección de
39 pares de bases, y c) Una delección de 2 pares de bases la cual crea un codón prematuro de
terminacion. Aunque por el momento no se ha caracterizado cómo es la endoglina expresada
por las células de dichos individuos, cómo afectan dichas mutaciones al nivel de expresión de
la proteína en membrana, ni tampoco se conoce con certeza el mecanismo fisiopatológico de
este síndrome, los síntomas de esta enfermedad indican que la función de la proteína pudiera
estar muy relacionada con los procesos de angiogénesis, remodelación tisular. etc., de los que
el ‘lGF-¡3 es un potente regulador. Sin embargo, la existencia de individuos con dicha
enfermedad y que son podadores de mutaciones cii el locus correspondiente al receptor II del
l’GF-13 y no a endoglina (McAllister el al. ¡994), así como la localización reciente del receptor
¡ del factor en la misma zona que endoglina (9q33—q34), (Johnson cf al. 1905) permite
suponer que esta anomalía se encuentre asociada con alteraciones más generales de las
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respuestas al TGF-f3. En apoyo de la implicación de endoglina en los procesos de angiogénesis
se encuentra el hecho de que su expresión se encuentra aumentada en el endotelio de algunas
patologías de la piel (Westphal el aL 1993), y en el endotelio capilar angiogénico de tumores
(Wang el al. 1993), respecto al endotelio normal adyacente.
1.11 PECAM-l
El antígeno CD3 l/PECAM- 1 fUe identificado a mediados de los años ochenta mediante
el empleo de anticuerpos que reconocían moléculas presentes en la membrana de las células
endoteliales y leucocitos, (Olito et al. 1985; van Mourik et al. 1985; Goyert et al. 1986; Knapp
et al. ¡989). Los anticuerpos dirigidos contra esta proteína presentaban reactividad frente a
neutrófilos y monocitos, y tenían la capacidad de inhibir la quimiotaxis de dichas células cii
ensayos donde se utilizaban sueros activados cori endotoxina (Ohto el aL ¡985). La especie
molecular reconocida por dichos anticuerpos correspondía a una proteína de membrana con un
peso molecular aproximado de 130 kDa, presente también en la membrana de plaquetas y
endotelio (van Mourik el al? ¡985), y en células del linaje mieloide (Goyert el ab 1986).
Estudios posteriores identificaron a esta proteína como un componente del sistema de contacto
célula-célula en el endotelio (Muller <it a! 1989; Albelda el aL 1990). Newman eL al. (¡990)
reportaron su clonaje molecular, denominándola PECAM- 1 (Platelet Endotlielial Celí Adhesion
Molecule- 1).
1.12 Estructura de PECAM- 1
PECAM- 1 es un glicoproteina transmembranal con un peso molecular ligeramente
distinto dependiendo del tipo celular, posiblemente como consecuencia del diferente patrón de
glicosilación que puede presentar (Asliman y Aylett 1991). El clonaje del ADNc humano que
codifica esta proteína demostró una alta homología con otros miembros de la superfamilia de
las inmunoglobulinas (Newman el aL 1990; Simmons <it aL 1990; Ashman y Aylett 1991). El
equivalente murino de PECAM- 1 presenta una homología de secuencia con el humano de umí
70-80% (Xie y Muller 1993).
La forma madura de la proteína expresada en membrana se estructura en un gran
dominio extracelular, compuesto de 574 aminoácidos, un solo dominio Iransmenibrana
formado por ¡9 residuos hidrofóbicos y un dominio citoplásmico con 118 residuos (fig. 8). La
región extracelular está organizada en seis dominios del tipo C2 característico de las
inínunoglobulinas, y que a su vez se encuentran presentes en la familia dc receptores dc
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adhesión celular (CAM> englobados dentro de la superfamilia de las inmirnoglobulinas. Una
característica de la porción extracelular es que posee nueve sitios potenciales de N-
glicosilación, lo que explica el hallazgo de que los azúcares constituyen el 40%
aproximadamente del peso de la proteína madura. El segundo dominio C2 en el extremo N-
terminal, contiene una secuencia consenso para la unión a glicosaminoglicanos (Cardin y
Weintraub 1989); con posterioridad se comentará la importancia funcional de dicha seduencra.
El dominio citoplásmíco contiene en su secuencia varias sermas, treonínas y tírosinas que
representan sitios potencialmente fosforilables tras la activación celular (Newman <it al. 1990).
Experimentos de “pulso y caza” realizados con células endoteliales y la línea promonocítica
[1937 han demostrado que PECAM- 1 es sintetizado por las células en forma de precursor con
un peso de 110 kDa en un período entre 1-3 horas, el cual es posteriormente procesado hasta
la forma madura de ¡30 kDa antes de aparecer en membrana. Los sitios de glicosilación y las
estructuras glicosídicas asociadas al esqueleto proteico no se conocen con exactitud por el
momento. En ambos tipos celulares el tiempo de recambio de la proteína se ha estimado en 48
horas (Goldberger cf aL 1994a).
1.13 Qrg~pización genómica y formas alternativas de PECAM- ¡
FI gen de PFCAM- 1 humano se localiza en el brazo largo de] cromosoma 17
(DeLisser cf al. 1 994b>. En esta misma zona del cromosoma también se encuentran los genes
de otras moléculas de adhesión presentes en plaquetas y endotelio, como ICAM-2
(Intercellular Ceil Adhesion Molecule-2) y las glicoproteinas lIb y lIla, lo que sugiere que esta
zona podría corresponder a un sitio de localización común dc moléculas de adhesión del
endotelio. El gen que codifica para PECAM-1 ha sido caracterizado recientemente (DeLisser
e/al. 1994b). Está formado por una secuencia de más de 65 kb de ADN, lo que constituye el
gen más grande de íuia molecula de adhesión celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas
conocido hasta hoy, y se encuentra organizado en 16 exones separados por intrones de
longitud variable comprendidos entre 86 y 12000 pb (Eig. 8). La región 5’ no traducida y el
péptido señal están codificados por los dos primeros exones. Cada uno de los seis dominios
extracelulares del tipo C2 está codificado por su propio exón (exones 3-8), el dominio
transmembrana está codificado por el exón 9, y una serie de seis exones pequeños (del ¡0 al




Péptido Señal Dominio Extracelular 1ransmembrana Cítoplásmico




Fig. 9 Estructura de la proteína y organización genómica de PECAM-l (a) La proteina está compuesta de
seis dominios con homología a los del tipo C2 presentes en las lg, formados por la unión intracatenaria de
puentes disulfúro (S-S). Los círculos en negro representan sitios potenciales de N-glicosilación y el asterisco
indica la posición de una secuencia de unión tipo heparina presente en el dominio 2. (b) El gen que codífica
PECAM-1 está orgsnizado en 16 exones (numerados en los rectángulos), separados por intrones de longitud
variable < DeLisser «tal. 1994. Imrnunol. ‘¡oc/av 15:490-495)
organización difiere de la encontrada para otros miembros de su familia como ICAM- ¡
(Intercellular Celí Adhesion Molecule-l) o VCAM-l (Vascular Celí Adhesion Molecule-l). en
los cuales un solo exón codifica para los dominios transmembrana y citoplásinico (Voraberger
el aL ¡991; Cybulsky el aL 1991).
Varias formas alternativas de PECAM- 1 humano y su equivalente murino han sido
identificadas recientemente. Sin embargo, es importante destacar que todas las variantes
aisladas difieren o bien en el dominio transmembrana o en el citoplásmico. Se conocen tres
variantes en humanos: 1) lina isoforma que ha perdido 63 pb correspondientes al exón 13. en
el dominio citoplásinico <DeLisser <it al. 1994b); 2) Una isoforma aislada de células
endoteliales de la vena umbilical, que es soluble, como resultado de la pérdida del exón 9
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correspondiente al dominio transmembrana (Goldberger <it a! ¡ 994a); y 3) Una isoforma
también aislada de endotelio umbilical que es expresada en niveles bajos y que ha perdido la
secuencia correspondiente al exón ¡4, también en el dominio citoplásmico (DeLisser <it aL
1 994b). En ratón también se han encontrado formas alternativas; dos variantes han sido
aisladas a partir de una librería de ADNc de tejido embrionario cardiaco las cuales presentan
pérdidas de los exones ¡2 y 15 ó 14 y 15, correspondientes también al dominio intracelular de
la proteína (Baldwin <it al. ¡994). Aunque por el momento no se conoce el significado
funcional de todas estas isoformas, su existencia, probablemente como consecuencia de
procesamientos alternativos del ARNm, sirva como mecanismo de regulación de las
ínteraccíones con su ligando.
1,14 Distribución celular de PECAM-
¡
Una propiedad importante de PECAM- 1 es su amplia distribución en células de origen
hematopoyético así como en el endotelio. PECAM- ¡ está presente en la membrana de
plaquetas en niveles bajos (Ohto <it al. 1985; van Mourii=<it al. 1985; Newman el aL 1990;
Stockinger el aL ¡990; Metzelaar <it aL ¡991). Además, su presencia ha sido descrita en los
gránulos a de las plaquetas, lo que podría indicar que los niveles de expresión en la membrana
plasmática pudieran ser aumentados tras la activación plaquetaria (Cramer el aL 1994),
PECAM- 1 se expresa en grandes cantidades en células endoteliales en cultivo, concentrandose
en las zonas de contacto célula-célula; en dichas zonas de contacto se ha propuesto una
relación tanto temporal como espacial entre PECAM- ¡ y las cadherinas (Ayalon <it al. ¡994).
In s¡tu, PECAM- 1 se ha encontrado en el endotelio continuo de todos los vasos (Muller et al.
¡989) por lo que se ha utilizado como un marcador inmunohistoquimico de los vasos
sanguineos y en particular de la angiogénesis (Page el ab 1992). Entre las poblaciones
Leucocitarias ha sido identificado en monocitos y neutrófilos (Otho el al 1985; Goyert <it aL
1986, Stockinger <it aL 1990; Newman el ab 1994), y en subpoblaciones de linfocitos T,
especiahuente las de fenotipo CD8 y CD45 RA (Stockinger el al 1990; Ashman y Aylett
1991; Torimoto eta! 1992; Stockinger et aL 1992; l’anaka el al 1992). PECAM-l también
está presente en precursores de la médula ósea y en líneas celulares de origen mieloide y
megacariocitico (Ohto el al. 1985; (ioyert el aL ¡986; Simmons el al. ¡990; Zendher el aL
1992; Cabañas e/aL ¡989; Watt el aL ¡993; (ioldberger <it aL 1994b).
Aunque la expresión de PECAM- ¡ está asignada principalmente a células del sistema
vascular y sanguíneo existen evidencias de que se encuentra en otros tipos celulares, habiendo
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sido identificada en lineas humanas, de ratón y rata derivadas de tumores sólidos (Teng et al.
1993).
1.15 A~pectos_funcionales de PECAM- 1
La homología entre PECAM- 1 y otras moléculas de adhesión celular pertenecientes a la
superfamilia de las inmunoglobulinas, sugirió que la función de esta molécula también seña la
actuar como un componente del sistema de adhesión celular. Este punto fue confirmado
mediante la utilización de la línea L de fibroblastos de ratón, en los que se había transfectado
el ADNc que codifica la proteína. En los ensayos realizados con estos transt’ectantes se
demostró la formación de agregados que eran sensibles a la temperatura y a la presencia de
cationes bivalentes durante la realización del ensayo. Además, la presencia de Am dirigidos
contra PECAM- 1 eran capaces de inhibir dichas agregaciones (Albelda ti aL 1991; Muller el
aL 1992; DeLisser el al. 1993, DeLisser el al. 1994a). En la actualidad, se admite que esta
proteína es una molécula de adhesión que puede participar en dichos procesos a través de dos
tipos de interacciones: Por una parte PECAM-l, puede interactuar consigo mismo (mecanismo
de adhesión homofilica) (Albelda el a! 1991; Watt <it a! ¡993), ypor otra parte también seha
propuesto un mecanismo de interacción con un receptor distinto al propio PECAM- 1
(mecanismo de adhesión heterofilico) (Muller <it aL 1992; De,Lisser el al. 1993). Esta doble
capacidad de unión a su contra-receptor ha sido también descrita para otras moléculas dc
adhesión de esta familia, en concreto para Ng-CAM (Neurona-glia Celí Adhesion Molecule)
(Grumet y Edelman 1988), Nr-CAM (Neurona-glía related Celí Adhesion Molecule), (Mauro
el aL 1992) y N-CAM (Neural Celí Adhesion Molecule), (Murray y Jensen 1992; Rao el ab
1992)..
Las interacciones homofilicas entre moléculas de PECAM- ¡ han sido demostradas en
varios sistemas experimentales. PECAM- 1 se concentra en la zona de contacto entre células
endoteliales adyacentes y entre células COS o fibroblastos inurinos 3T3. transfectados con el
ADNc correspondiente. Además, se obtuvo un patrón similar de localización cuando se
realizaron ensayos mezclando células endoteliales y transfectantes 3T3. Por el contrario, la
proteína no se concentra en los bordes libres o en los sitios de contacto entre células no
transfectadas y transfectadas (Albelda el ab 1990, 1991). Los estudios de microscopia
electrónica también han demostrado un comportamiento similar en las plaquetas (Newman el
al. 1992). Estudios de unión utilizando una forma recombinante soluble de la proteína también
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demostraron que ésta se unia a células COS trausfectadas con la forma de membrana, pero no
lo hacía sobre transfectantes control (Watt <it al. ¡993).
El mecanismo heterofilico también ha sido demostrado utilizando ensayos de
agregación en poblaciones mixtas de células (Muller el ab 1992; DeLisser el ab 1993). En
esos estudios sc mezclaron células L transfectadas con PECAM-l con células no transfectadas
y se estimaron los agregados formados. Se pudo demostrar que las células transfectadas se
unían tanto a células transfectadas como a las no transíectadas, lo que sugiere que PECAM-¡
en la superficie de la célula trausfectada se unía a un receptor diferente presente en la superficie
de las células L. Este receptor podria ser un proteoglicano del tipo condroitín o heparán sulfato
que interactuaria con PECAM- 1 a través de una secuencia consenso de unión a
glicosaminoglicanos presente en el segundo dominio C2 de la proteina (DeLisser el a! 1993).
l.~a secuencla que comprende el sexto dominio C2, el m.ás próximo al transmembrana, también
parece intervenir en el mecanismo de interación heterofilico, ya que los epítopos reconocidos
por los Am 466 y PECAM-1.2, los cuales inhiben las adhesiones mediadas por este
mecanismo, se localizan en dicho dominio (DeLisser <it aL 1 994a). Un dato adicional que
apoya la interacción heterofilica lo constituye eJ que el Am LYP2 1 que también se une al sexto
dominio, así como un péptido que mimetiza el epitopo reconocido por el anticuerpo, pueden
mh.ibir la reacción linfocitaria en cultivos mixtos, lo que además implicada a PECAM- 1 en la
activación de dichas células (DeLisser el al. 1 994b). Muy recientemente ha sido descrita la
interacción entre PECAM- 1 y la integrina ct~¡33 mediada por el segundo dominio C2. Esta
interacción no es inhibible por la presencia de heparina, lo que implica un tercer mecanismo de
Interacción que no es mediado por glicosaminoglicanos (Piali <it al, 1995)
La región citoplásmica de PECAM- 1 parece jugar un papel muy importante en La
modulación de la interacción con su contra-receptor. Estudios iniciales con transfectantes de la
proteína a los que se les había mutado la fracción intracelular demostraron que el dominio
cítoplásmico es necesario para la localización de PECAM- ¡ en las zonas de contacto célula-
célula (DeLisser el al, 1994a). Además, la delección del exón 14 dentro del dominio
citoplásmico. puede cambiar el mecanismo de interacción de heterofilico a homotilico, lo que
sugiere que las secuencias de este exón son muy importantes en la determinación de la
especificidad del ligando reconocido (DeLisser el al. 1994a). El mecanismo concreto por el
cual dicho exón pueda cambiar las propiedades funcionales de PECAM- 1 es desconocido;
probablemente pueden estar implicados cambios en la conformación exterior de la proteína,
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alteraciones en la fosforilación y/o cambios en la asociación al citoesqueleto. La fosforilación
de PECAM- 1 en el dominio citoplásnúco ha sido descrita en varios sistemas, siendo la PKC u
otra quinasa dependiente de esta actividad la responsable de su activación en plaquetas
(Zelinder <it al ¡992, Newman el ab 1992). Este último grupo demostró que la activación de
plaquetas con trombina o con PMA daba como resultado la rápida fosforilación de PECAM- ¡
en residuos de serma, su asociación con el citoesqueleto y su redistribución dentro de la
membrana. La fosforilación de PECAM- 1 en residuos de tirosina también ha sido descrita en
neutrófilos no activados (Skubitz el aL 1994).
1.16 Asaectos fisiolÉgicos.qwe implican la función de PECAM- 1
Aunque actualmente se conocen muchos aspectos de la funcionalidad de PECAM- 1,
hasta hace poco tiempo no se han tenido resultados sobre sus posibles implicaciones ¡u vivo.
Los estudios más recientes sugieren que PECAM- ¡ podría estar implicado en dos procesos
importantes: Los que concurren en la inflamación y los de angiogénesis.
1.16.1 Inflamación e interacción entre células endoteliales y leucocitos
El reclutamiento de los leucocitos en los sitios de inflamación se produce como
consecuencia de una cascada de eventos en los cuales las nioléculas de adhesión celular, las
cítoquinas y sustancias quiimiotáctíeas flmcionan de un forma altamente regulada para dirigir
los leucocitos desde el lumen, a través de la barrera endotelial, hasta donde se produce el
estímulo inflamatorio (Albelda <it aL 1994). Recientemente, se ha demostrado que PECAM- 1
está implicado en dicho proceso en dos modelos diferentes de activación de neutrófilos; tanto
cii respuesta a la inflamación en ratones inmunodeficientes como en ratas, se ha demostrado
que anticuerpos dirigidos contra PECAM- 1 bloquean la acumulación de neutrófilos en los
sitios dc inflamación tras la inducción de peritonitis aguda (Bogen eta! 1994), o la inducción
de la respuesta inflamatoria (Vaporician el ab 1993). Aunque el papel preciso que juega
PECAM-l en el reclutamiento de leucocitos ¡a vivo no está claro, los estudios tu vúro han
implicado a esta molécula en ambos lados de la interacción, es decir, tanto en el endotelio
como en los Leucocitos. Las evidencias en el sentido de la contribución de PECAM- 1 presente
en el endotelio han sido aportadas por Muller <it ab <¡993), quien demostró que tanto
anticuerpos anti-PECAM-l, como una forma soluble recombinante de la proteina, bloqueaban
la migración a través del endotelio de los leucocitos sin afectar la adhesión de dichas células.
Por otro lado, también hay razones para suponer que PECAM-l, presente en la membrana
leucocitaria, pueda estar implicada en este proceso, ya que anticuerpos dirigidos contra la
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proteína aumentan la capacidad de adhesión celular mediada por integrinas (Torimoto el ab
1992; Berman <ií aL ¡992; l>iali el aL ¡993).
1.16.2 An io énesis desarrollo cardiovascular
Varias líneas de investigación han sugerido la implicación de PECAM- 1 en los procesos
de angiogénesis. Así, Albelda <it aL (1990), demostraron que las células endoteliales crecidas
en presencia de anticuerpos anti-PECAM- 1 no podían formar normalmente los contactos
célula-célula; y dicha inhibición podía ser revertida tras retirar dichos anticuerpos. Por otro
lado, la adición de estos anticuerpos a monocapas en cultivo de células endoteliales no tenían
ningún efecto. Estos resultados sugieren que PECAiM- 1 es importante para la iniciación de los
contactos célula-célula pero no para su mantenimiento. Estudios recientes sobre la expresión
de PECAM- ¡ durante el desarrollo morfogénico murino están de acuerdo con los hallazgos en
la angiogénesis humana (Baldwin el al. 1994). El establecimiento del sistema cardiovascular,
uno de los eventos más críticos en el desarrollo del embrión de vertebrados, depende de la
interacción de las células endoteliales con las células adyacentes y con la matriz extracelular.
PECAM- ¡ es una de las primeras moléculas de adhesión endotelial que aparece durante el
desarrollo embrionario. De este trabajo se deduce además que PECAM- 1 es uno de los
marcadores más tempranos de la diferenciación del endocardio y que su expresión podría estar




El TGE-[3 es una citoquina multiflincional que actúa sobre muchos tipos celulares y que
elerce importantes efectos biológicos sobre crecimiento, desarrollo y diferenciación; por todo
ello es un modulador critico de la fisiología celular. Admitiendo la relación entre las respuestas
celulares producidas en presencia de un estímulo externo, y la regulación a la que dichas
respuestas se ven sometidas a través de receptores específicos de dichos estímulos, nos
propusimos cinco objetivos en el desarrollo de este trabajo:
1-Estudiar los efectos que el TGF-f3 induce en células monociticas. Caracterizar los
componentes implicados, tanto desde el punto de vista de la unión del factor a sus receptores,
como de las posibles vías de señalización implicadas en las respuestas.
2-Caracterizar las moléculas implicadas en el fenómeno de adhesión celular,
considerado como uno de los efectos particulares inducido por el TGF-13 en nuestro modelo,
profundizando en los mecamsmos moleculares que las regulan fimcionalmente.
3- Caracterizar la expresión de endoglina como molécula asociada al linaje monocítico
dentro de los tipos celulares sanguíneos, y estudiar su regulación por el factor.
4- Caracterizar la expresión en membrana de dos isofonnas de endoglina y estudiar la
fosforilación en sus dominios cítoplásmicos así como su regulación por el TGF-[3.
5- Caracterizar el papel funcional que endoglina desempeña en las respuestas celulares
mediadas por el TGF-j3 en células monocíticas, realizando un estudio comparativo de las dos
isofonnas en las res¡)uestas celulares analizadas.
40
3.-Materialesy Métodos
A /¿áíú¡~¡¿u/cs y ,>ieio¿Ic.>s
3.1 Soluciones y Reactivos
Iii este trabajo se utilizarán nombres genéricos de soluciones y reactivos, que con el fin
dc simplificar el texto se resumen en esta seccion.
3.1.1 Soluciones
‘[aiíípóii Hepes: 150 mM NaCí, 5mM KOH, 1.3 mM CaCI2, ¡.2 mM N4gCI2. ¡O mM
Hepes. pH 2 4
¡ampón de lisis celular: lO mM Tris-HCI pH 7.4 ,150 mM NaCí. ¡mM LDTA, 1%
~l’ritónX-l00. ¡mM benzamidina sódica, l0~.tg/ml de aprotinina. 10 ~g/m1de pepstatina, 50
~g/m1dc leupeptina y lníM fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF).
[ampón de carga para electroforesis de proteínas (2x): 125 mM Tris-HCI. pl] 6.8. 2%
dodecil sulÑto sédico (SDS). 26% Glícerol, 0.2% Azul de Brornofenol y 20 mM de f3-
niercaptoetanol <sólo en el caso de utilizar condiciones reductoras para la identificación dc
proteinas).
Tampón de desarrollo de electroforesis de proteínas: 25 mM ‘Iris base y 190 mM
Glicocola pH 8.3.
Tampón MOPS (lOx): 400mM MOPS. lOOmM NaAc, 20 mM EDTA. 0.15% dietil
pirocarbonato pl ¡ 7.
¡ampón de carga de muestra de ARN: 50% Glicerol, lmM EDTA. 0.4% Azul de
Bromofenol. 0. 15% dietil pirocarbonato. Esta solución se mezclé en proporción 1:10
respectivamente con la muestra, disuelta en MOPS (lx), 50% formamida. 6.30o fornialdehído.
0.15% dietil pirocarbonato, en un volumen final de 30 ¡uls.
Tampón de desarrollo de electroforesis para ARN: Tampón MOPS (lx).
[ampón SSC <20x): 3 M NaCí, 0.3 M NaCit pH 7.
Solución de Denbardt (50x): 1% de FicoIl 400, 1% de polivinilpirrolidona. 1% de
albúmina <le sacro bovino <BSA).
Medio 113 para crecimiento bacteriano: Composición por litro, triptona lO gr.,
extracto de levadura 5 gr., NaCí 10 gr., este medio fue esterilizado mediante autoclave antes
de su uso.




3. ¡ .2 Reactivos
¿1 IRIS utilizado fue de Merck (Merck. Darmstadt. Alemania), a si como todas las
sales IIIorQa(llcas. el FlYIA y U(iFA. El ¡¡EPES fue dc Floxx (lIow Laboratories, FIS. ULJ). El
MOPS, inhibidotes de proteasas (benzamidina. aprotininina. pel)statina. leupeptina y PMSF).
inhibidores de lésfatasas (n¡olibdato, ortovanadato y fluoruro sódicos): inhibidores dc quinasas
(11-7 y cstauro.spoiina» agarosa. el antibiótico geneticina (6418), heparina humana. dextrano,
PMA. libronectina humana purificada, azul de toluidíría, citocalasina B y los marcadores de
peso molecular pava electroforesis <miosina de conejo 205 kDa, ~3-galactosidasade E. cok ¡17
kDa. lésíbrilasa B de conejo 97 kDa, albúmina bovina 66 kDa, ovoalbúrnina 45 kfla y
anhidrasa carbónica bovina 29 kDa) fueron obtenidos de Sigma (Sigma Chemical Co., St
lonis. EEUU). El Ficol! (tipo 400) fue de Phannacia (Phannacia Fine Chemicais. Uppsala.
Suecia) así como la proteina O acoplada covalentemente a sefarosa. El detergente ‘l’ritón X-
¡00 fue de Calbiocheni (Calbiochem Corp., La Jolla, EEUU). El 51)5 fue de Bio-Rad (Bio-
Rad. Hercules. EEUU). El factor transformante de crecimiento. recombinante humano TOE-
~Sl.flie de R&D (R&D Systems. Abingdom, Inglaterra). El TGF-j32, el GM-CSF. M-CSI7 e
IL.-3. todos ellos recombinantes humanos. fueron obtenidos de Genzyme (Genzyme Corp..
Boston. El:. ULJ). A lo largo de esta memoria y salvo indicación expresa la nomenclatura TOE-
~ hace referencia a la isoforma TGF-~l
3.2 Material de Cultivo Celular
En la realización dc este trabajo todo el material de cultivo empleado, tanto para el
mantenimiento de células como para los ensayos descritos. fue plástico Costar (Costar,
Cambrigde. EEUU). Los medios de cultivo fueron RPMI 1640 y DMEM (Gibeo, Life
l’eenologies. Inc.. Grand Island. EEUU), suplementados con 10% de suero fetal bovino (FCS:
lIow). previaniente inactivado a 560 C durante 30 minutos, 2 mM de L-glutaniina . lOO U/ml
dc penicilina y 25 ~tg/mlde gentamicina como antibioticos (todos ellos productos (iibeo>. En
lo sucesivo dicha composición, salvo indicación expresa. se especificará como medio
completo. Como soluciones de lavado celular se han utilizado Hanks (Gibeo) o PES, y en los
ensayos donde fue necesario despegar células adherentes se utilizó tripsina 0.25%, ¡mM
ILOTA en Hanks, Las células fueron mantenidas rutinariamente en fase exponencial de cultivo
en un incubadoí ¡-leracus (Heraeus. Osterode, Alemania>. en atmósfera húmeda y 5% dc CO
2.
[odas las manipulaciones que requirieron ambiente estéril se realizaron en una campana de
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flujo lanujiar \ertica ¡ (jelaire II 5134 ( (jelaire. Italia). ¡ ~ascélulas fueron colectadas mediante
centrifií gación con una ccii trítuga de mesa (jRl~ de liecknían (Beckrnan lastní¡nents. Pa lo
Alto, ¡sI;. [it)) a ÓOOxg (Ittrante 3 mm utos.
3.3 Células
lipos celulares de cuatro especies diferentes se han utilizado para el desarrollo dc este
trabajo: humanas. raton. rata y mono. Las células humanas han sido lineas va establecidas,
células de sangre peiileiica. o células endoteliales obtenidas mediante cultivos primarios. Las
lineas celulares humanas utilizadas han sido U937, promonocítica; HLÓO, mielomonocítica; JY.
linfoblástica 8: Jurkat. leucémica T y K562. eritroblástica. Todas fueron cultivadas en RPMI
completo en crecimiento exponencial. Las poblaciones celulares de sangre periférica se
obtuvieron a partir de donantes sanos. En el caso de eritrocitos y plaquetas. éstos fueron
separados de la fracción leucocitaria por centrifugación directa de la sangre. Una vez separadas
las tres fracciones (eritrocitos. leucocitos y plaquetas), los eritrocitos y plaquetas fueron lavados
con PBS o PBS lmM EDIA respectivamente y resuspendidos a la concentración adecuada
para su posterior análisis. Las poblaciones leucocitarias fueron separadas a partir de sangre
completa mediante el método descrito por Bóyum (1976). y en panicular la purificación dc
monocitos se realizo por combinación de dicho método con el descrito por Freundlish el aL
(¡983). Para ello se realizó La sedimentación de los eritrocitos con una solución de 6% dextrano
0.15 M NaCí en proporción 1/5 (solución/sangre). Después de producirse la sedimentación, en
aproximadamente 30 minutos, la parte superior queda enriquecida en plaquetas x leucocitos.
Esta fracción se coloca cuidadosamente sobre una solución de Lymphoprep (d~l.O77 gr/ml.
Nvcomed. Oslo, Noruega), en proporción 2/1 respectivamente y posteriormente se centnfiiga a
SOOxg durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras este proceso se obtienen tres fracciones
diferentes: la superior con plasma y plaquetas, la interinedia enriquecida en linfocitos y
monocitos (fracción mononuclear), y la inferior con las células polimorfonucleares x’ eritrocitos
contaminantes. La purificación de las células polimorfonucleares se realiza mediante la
repetición de varios ciclos de lisis hipotónica de los eritrocitos con agua durante 30 segundos,
proceso en el cual las células polimorfonucleares no sufren alteraciones apreciables. La fase
intermedia de linfocitos y monocitos es recogida y lavada dos veces con l-lank’s. La separación
entre monocitos x linfécitos se realiza mediante adherencia a plástico de cultivo que ha sido
prevíaineilte tratado a 370 C durante ¡ hora con plasma autólogo. o en su defecto plasma AW
tías incubación durante ¡ hora de la fracción mononuclear de células en medio completo. Las
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células no adherentes ( lun damentalmente linfocitos), son separadas mediante lavados con RPM 1
en ausencia de sucio. l)e este modo los monocitos quedan adheridos al fiasco de cultivo, siendo
el grado de pureza.. según criterios morfológicos y de marcadores de membrana, de
aproxííiíadanícnte un 95% En los ensayos pertinentes los monocitos purilicados Rieron puestos
en cultivo con medio completo y a los tiem¡)os indicados frieron recogidos con l-Iank s 1 mM
EDIA durante 5 minutos a 320(2, Posteriormente. fueron lavados con PBS x’ resuspendidos a la
concentración adecuada para el correspondiente ensayo.
Las células endoteliales fueron obtenidas a partir de cordones umbilicales de donantes
sanos mediante perÑsíón de la vena umbilical con colagenasa (Boebringer) a una
concentración dc 1 mg/ml <ARt 0.258 U/mg> tal y como se lía descrito (Muller e/ aL 1986>.
Tras incubación durante 30 minutos a 370C con dicha actividad enzimática. las células fueron
recogidas mediante lavado dc la vena con Hank’s; y una vez colectadas fueron cultivadas en
RPMI suplementado con ghutamina, antibióticos, 20% de FCS. 50 ¡tg/ml de suplemento íara
crecimiento de células endoteliales (Collaborative Research. EEUU) y ¡00 ~tg/ml de heparina.
En los ensayos pertinentes, estas células se utilizaron entre los los pases 2-4. haciendo dilución
del cultivo tras confluencia en proporción 1/5.
Las células de ratón utilizadas fueron las de la línea de fibroblastos [.929. Esta línea se
mantuvo en cultivo empleando RPM) completo hasta confluencia, realizando pases en dilución
1/5. Cuando fine necesario, las células fueron recogidas mediante tratamiento con tripsina/ED’lA
durante 3 minutos a temperatura ambiente; la reacción de la tripsina se detuvo mediante adición
dc RPMI completo, las células fiteron lavadas con Hank’s y resuspendidas a las concentraciones
adecuadas,
l,.as células de rata utilizadas Leron las de la línea de mioblastos de músculo esquelético
L.
6E9. lista línea se mantuvo en cultivo en las mismas condiciones que las citadas para los
tibroblastos de ratón, excepto que el medio Le DMEM y la proporción del suero fetal bovino
fije del 209~
Las células de mono utilizadas frieron las de la línea epitelial de riñon COS-7. Esta línea
se mantuvo en cultivo en las mismas condiciones citadas anteriormente para los fibroblastos y al
igual que Lr,Eo cl medio utilizado fue DMEM completo (en este caso la proporción de suelo




¡tu este 1 ral)ajo se han utiliza do tanto anticuerpos nionoclonales como anticuerpos
polícloiía les. ¡ os siguientes Am fueron usados: 812 1 1 . generado en nuestro laboratono mediante
nlnILflIlzacIoIi de ratones BALB/c con células U937 tratadas con ¡‘MA durante 48 horas.
sí~uuendo el níetodo descrito por Cabañas el al. (1989). Este Am se seleccionó por su más alta
reactividad. evaluada mediante un ensayo de citometría de flujo con las células U937 tratadas
con el ester de forbol. frente a las no tratadas. El isotipo de este Am es lgM. como se demostró
mediante un ‘tít” de determinación de inmunoglobulinas (Hollan Biotechnology. Amsterdam.
Holanda). 121 Am 4404 pertenee a la subclase Igol y reconoce endoglina (Gougos y Letar¡e
1988a). El Aun lIC 1/6 reconoce 0)3 ¡ (Caballas el al. 1989; Schlossman el aL 1995b). y
pertenece a la subclase 1gW. Los Anis HC.l/l. FGI/6. [«32/2 y 1)3/9 reconocen CDI lc.
receptor de transferrina o CD7I, f32-ínicroglobulina y CD45 respectivamente, (Cabañas el al.
1988: Bernabeu cl aL 1986). Los Anis Bearí (auíd CDI ib), Bear2 (anti CDI4) fueron
gentilmente cedidos por el Dr. C. Figdor (Tlie Netherlands Cancer Institute, Anísterdaní). El Aní
RRI/l reconoce ICAM-l <CD54) y fue gentilmente cedido por el Dr. TA. Springer (Harvard
Medical School, Boston>. Los Anis HPI/7, T52/l6 y TSI/18 reconocen CD49d. CD29 y
CDII a respectivamente y fueron una cesión generosa del Dr. Francisco Sánchez Madrid
(Hospital de la Princesa. Madrid). El Am PID6 (Telios Phannaceuticals, Palo Alto, EEUU)
esta dirigido contra CD49e. HEC-75 (CLB Laboratories. Amsterdaní, Holanda) reconoce
CD3I. así como los Ams S0134. GIIS, NII131-2, PECAM-l.3 y MB35 obtenidos de la sección
de plaquetas del V Taller Internacional sobre Antígenos Humanos de Diferenciación de
Leucocitos.
En nuestro laboratorio obtuvimos Aps frente a PECAM- 1 en conejos tras inmunización
con PECAM- 1 purificado a partir de extractos solubles de células U937 tratadas con PMA. Los
Aps de conejo anti Receptor tipo II humano del TGF-J3. así como cl péptido control, fueron
obtenidos de Santa Cruz Biotechnology (California, EEUU). ~ los Aps de poíío anti-TGFt
fueron dc R & D Systems. Los Aps anti-fibronectina, fueron gentilmente cedidos por la Dra A.
García Pardo (Centro de Investigaciones Biológicas, Madrid). La tabla 2 resume la especificidad



































PECAM- 1 (CD3 1) (gen. en conejo)
Anti-RII del T(iF-13 (gen. en conejo>
Policlonal
Policlonal
Anti-TGF-f3 (gen. en pollo)
Anti-80 Kda Fibronectina (gen. en conejo)
j
¡ Eiidoglina (CDI 05)
PECAM- ¡ <CD3 1)




Ree. Trartsferrina (CD? 1)
[32-microglobulina
Tabla 2. Resumen de los anticuerpos moixoclonales y policlonales utilizados en la
trabajo. Todos los Ans han sido geiierados en ratón
realización de este
47
A/u tena/es t mPtodos
3.5 lii íuuuioh isloq mmica
Bíop sia s (le diferentes tejidos humanos fueron obtenidas poe el Dr. Agustín Acevedo
ti] ospíl al de la Princesa, Madrid ). 1 .as muestras (le l)azo. amíg(lala, nódulo linfutico e hígado
fueron teñidas con el correspondiente Am , seguido de incubación con un segundo anticuerpo
acoplado a peroxídasa. o bien, mediante el método de antifosfatasa-fosfatasa alcalina (Cabañas
ci 0/. 1989).
3.6 Marcaje de Superficie
En la realización de este trabajo se han utilizado dos métodos diferentes para identificar
proteínas de superficie celular: Radiomarcaje de superficie cori (2Sf) y marcaje cori biotina.
LII marcaje de superficie con (í?5J) se realizó mediante lODO-GEN (Pierce), siguiendo el
protocolo descrito (Eracker y Speck 1978). Tras el marcaje, se obtuvieron extractos solubles
con tampón de lisis a 40(2 durante 40 minutos. ‘Iras este proceso, los lisados fueron
centrifugados a 1 2000xg durante 15 minutos a 40(2 De esta manera, fueron separadas las
fracciones soluble e insoluble. La fracción soluble fue sometida a inmunoprecipitación específica.
El marcaje de superficie con biotina se realizó sobre céltílas U937, en suspensuon. a tina
concentración de 2x10” ecl/mí, y sobre cultivos confluentes de células adherentes L1E y (205-7.
en placas de cultivo de 60 mm. de diámetro (1,5-2 xIO~ células/placa). En todos los casos, se
renró el medio de cultivo y las células fiteron lavadas con Hank’s. Previamente al marcaje. las
células fueron equilibradas en tampón Hepes durante 30 minutos a 4<’ (2. Tras este periodo. se
retirá el tampón y se añadió tampón nuevo en presencia de 0.5 mg/uní de NHS-LC-Biotina
(herce). Tras una incubación durante dos horas a 40(2 con agitacron suave, las células fueron
recogidas por centrifugación <en el caso de las células adherentes, se comprobó que la
tripsíni.zacíon no afectaba a la expresión en membrana de la proteína que se trataba de
identificar). Una vez colectadas, se hicieron extractos solubles con tampón de lisis durante 40
minutos y posterior centrifugación a 1 2000xg durante 15 minutos, manteniendo durante todo el
proceso la temperatura a 40 C. La fracción soluble fue sometida a inmunol)recipitación
específica.
3.7 l»mMxioixr~@nifl~um
En general. todas las inmtuuoprecipitaeiones fueron llevadas a cabo a 40 (2 con proteína 6
unida covalentenuente a Sefarosa. aunque en algún caso particular se utilizó Proteína A acoplada
a Sefarosa. Para ello. los extractos solubles fueron preaclarados con 50 ~ilsde Proteína 6
durante 4 horas. Tras este proceso, las muestras fueron centrifugadas a 1 2000xg durante 2
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iíiiiii¡tos. y el Sflbrena(lallte dic añadido a 50 pl de Proteína G—Sefarosa. a la que previamente se
había unul o el co ¡re spondiente anticuetpo mcdi ant e ni cubación por un período mínimo de 4
¡iotas. 1 os antictiefl)os se utilizaron en forma de sol)rclladallte del h ibridoma correspondiente
(200 pl) diluciones ¡/500 de fluido ascítico (200 pl) o cuando se dispuso de anticuerpos
purificados se usaron S~ig de los Aps anti-receptor 11 del TGF-D ó 10 pg dc los Ap anti-
fibronectina. La mezcla [Sefarosa-Proteina 6-Anticuerpo extracto celular> fiue imicubada
durante toda la noche en agitación. Cuando se utilizó el Aun SF1 3 (lgMX el preacoplamiento
del anticuerpo sc realizó sobre Sefarosa Proteína 6. a su vez pretratada con el Am 187, 3 de rata
ami-cadena Kappa de ratón (Yelton et aL 1981). Tras la incubación durante toda la noche, las
muestras fueron centrifugadas a l2000xg durante dos minutos y la fracción insoluble (Proteína
(i-Sefarosa) 11w lavada dos veces con 1 uní de tampón de lisis antes de ser sometidas a
electrotéresis.
3.8 Análisis del_ARN
ARN total fue aís[ado de las células utilizando el método descrito por Chomczynski y
Sacchi (1987). Las muestras de ARiN (10 pg) fueron desnaturalizadas y fraccionadas en geles de
a~arosa al 1% en presencia de forunaldehído. Una vez realizada la electroforesis, las muestras
fhero¡m transferidas a uuiembranas de nitrocelulosa (M.illipore. EF. UU) mediante capilaridad
durante toda la noche. Una vez transferido, el ARN Le fijado a la membrana por tratamiento
térmico a 800(2 durante 2 horas. Las membranas fueron pretratadas con solución de hibridación
(40 ml de solución compuesta por 20 ml formamida, 10 ml SSC (20x). 2 ml Denhart’s (SOx). 2
ml IM NaI-12P04. ¡ini ADN de esperma de salmón (lO mg/mí) y 5 ml agua, durante 6 horas a
420(2. Tras el pretratamíento, las membranas fueron hibridadas en la misma solución añadiendo
un exceso dc sonda marcada con (~}. El marcaje de las sondas se realizó mediante el método
de “Random Primer” (Feinberg y Vogelstein ¡983), utilizando para ello un ‘tít” comercial
(Amhersam). La hibridación se llevó a cabo durante toda la noche a 420(2. y a continuación se
lavaron las membranas de la siguiente fonna: Tres lavados de 10 minutos a teunperatura
ambiente con 55(2 <2x) 4 0.1% de SDS; un lavado de 30 minutos a 520(2 comí SSC (0. lx)
0.1% de 51)5. Todos estos procesos se llevaron a cabo utilizando un horno de hibridación
(Techne. Inglaterra).
Las sondas utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: El fragmento EcoRí de 2.6 kb
a partir del ADNc de endogli¡ua (Gougos y Letarte ¡990). El fragmento Xhol de 0.7 kb a partir
del ADNc de PECAM-l (Simmons et al. 1990). El fragmento Xhol/Ncol de 2.7 kb del ADNc
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dc c.—/ks (Van Straaten u al. ¡983). [-IIfragmento EcoRl/Pst 1 dc 2.6 kh del A L)N C (le c.—¡uíI Cli
p LIC 1 9 < Rysec.k ci nl. ¡ 988). El Fragmento Cía ¡¡EcoRí de 1 .5 Kb obtenido a ji adir (leí tercer
exon dc e—mit (DalIa Lycra ej al. 1982). El fragnmeímto Kpmm l/BgI II dc 0.66 Kb obtenido a partir
dcl ADNc de f3-actina de polio. La sonda dc actiíma fue utilizada como control de cantidad de
caiga en los geles dc ARN cmi algumios experimentos aunque, cii su mayoría se utilizó la tiíícíóím
con bromuro de etidio de los ARNr. Todas las sondas fueron obtemmidas a partir del aislamiento
del fragmento de ADNc presente en los correspomidientes plásunidos, con los que se había
transformado la cepa DHSa’ de Ecolí crecida en medio LB. Las bandas específicas
radiomarcadas Iteron detectadas mnediante películas de autorradiografia (Kodak. USA) o
mediante umí PIiosphorlmager 410A y el “software” lmnageQuant (Molecular Dynamics,
Sunnyvale. EF. LI /).
3.9 Electroforesis de.proteínas
Las proteínas Rieron separadas y analizadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida. l)asicamente utilizando el método descrito (Laemmli 1970). Muestras de
extractos celulares totales, o bien inmunoprecipitados Rieron diluidos con tampón de carga de
mnuestra. hervidos duratíte 5 minutos y, salvo indicación expresa, fueron analizadas siempre en
niinigeles adaptados al sistema de electroforesis de Bio-Rad. Para la formación de los geles se
utilizó acrilamida mezclada con N-N’-metilen-bis-acrilamida en una proporción de 37.5/1
respectivamente (Bio-Rad). Como agemites polimerizantes se utilizaron N,N , N’ ,N -tetrametilen
diamina <‘FEME!)) y persulfato amónico al 10%, ambos de Bio-Rad. Los tampones base para la
fbrmaciómí de los geles. coneentrador y separador fueron 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 y ¡.5 M Tris-
1-1(21 pH 8.8, respectivamente. Los geles con porcentajes de acrilamida del 6 y 7.5 ~o ftmeron los
más empleados como separadores. mientras que los geles concentradores fueron del 4%. Las
electroforesís se llevaron a cabo en tampón de electroforesis de proteínas a voltaje constante de
¡80 V durante aproximadamente 1 hora. Terminada la electroforesis los geles fueron fljados con
una solución del 2O~/¿ dc umetanol y 7% de ácido acético. Una vez fijados fueron secados y las
bandas detectadas mediante película de autorradiografla (Kodak) o uii Phosphorlmager 4iOA
(Molecular i)inamics).
3.10 Electroforesis de ARN
Una vez aislado el ARN, se cuantificó y midió el grado de pureza mediante
espectrofotometría. utilizando las absorbancias a 260 y 280 nm y entonces las muestras fueron
diluidas con tampón de carga. Para la electroforesis se utilizaron geles de agarosa al ¡ % tampón
5 (u
Nl OI’S (lx>. 7% Ibrimmldch ido. 0.5 ~ig/ml bromuro tic etidio. 0. 15% dietil pirocarbonato. ¡ .as
electroloresís se realizaron a tijia iímtensidad constante de 25mA durante toda la noche.
3.11 Cmtometna de Flujo
El atiálísis 1)01 citometría de flujo se llevó a cabo tratando las mnuestras siempre a 40(2.
mediante incubació¡m dc ¡00 pl de suspensión celular en PBS <concentración aproximnada de
5>10’ células/muí) con el correspondiente anticuerpo (100 pl de sobrenadante de Imibridoma o
100 pl de una dilución 1/500 de fluido ascítico), durante 30 muinutos. Tras un lavado comm ¡ ni de
PES . las células se centrifugaron y se descartó el sobrenadante. Sobre el sedimento celular se
añadieron directamente 50 pl de una dilución ¡/30 de fragmentos F(ab)2 de conejo anti-ratón
marcados con isotiocianato de fluorescema (Dakopats. Noruega). Tras una nueva incubación
durante 30 minutos, las células fueron lavadas como antes. centrifrgadas y resuspendidas en 250
tI dc 1>138. Dichas muestras fueron analizadas con un citómnetro de flujo modelo 111>1(25 CS o
EPICS XL (Coulter Científica, Móstoles, España), usando amplificación logarítmica para
detectar fluorescencia. Para determinar el blanco del ensayo sc utilizó sobrenadante de cultivo
del hibridoma X63 como anticuerpo irrelevante o altermiativamemite se hizo el muarcaje em
ausencia de] p nier anticuerpo.
3.12 Geumeración de transfectantes
En la realización de este trabajo se han generado tanto células transfectadas establemnente
como células transfectadas de modo transitorio, para ello sc han seguido los procedimientos
descritos (Sambrook el al. 1989; Ausabel el al. ¡993). Las células tratísfectadas establemente
Rieron U937. L6E. y L929. Las transfecciones transitorias correspondieron a células COS-?.
¡‘ara estas transfecciones se han utilizado diferentes vectores de expresión. conteniendo erm cada
caso los ADNc que codifican para la proteína completa en cuestión: El ADNc de endoglina
(isoformas 1. y 8) insertado en el vector pCFXV (Miller et aL 1986). sc utilizó para las
tramislecemones estables. Para las transfecciones transitorias, los ADNc se insemtaromm en un sitio
EcoRí del vector pCMVS (Invitrogen, EEUU). El ADNc correspondiente a PECAM-l emí el
vector CDM8 (generosamnente cedido por el Dr. Brian Seed, Massachusetts General Hospital,
Boston. l1li.tJU), fue utilizado para su transfección estable. Los receptores 1 y II humanos del
TGF-[3 donados en pCMV5 Rieron generosamente cedidos por el 1)r. Joan Massagué (Sloan
Kettering Center, New York. EEUU). Corno método de selección en las transfecciones estables
se utilizó el antibiótico 0418 (Neomicina). (Soutliem y Berg 1982), para lo que en dicímas
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transle¡. ciomíes se iimcluyo tal plásmido que ¡)erlnitio la selcecion (le las células transfcct adas
resistentes a diclí o ant ibiol ico : cl l)l~ smido utilizado fiue el p SV2 Neo
1.0 s ¡ rau sléctaiítcs estables de Eiídoglimma (ambas ísofornmas) y PECAM— 1 en libroblastos
¡ .929 Rieron cenerados íor cosratísfección de los correspondientes plásmidos x¡ pSV2Neo por el
método del fósíhio cálcico, sobre 1—2 xl0~ células, En la transfeccuomm se utilizaron 40 gg totales
de ADN con tina proporcióml de 10/1 para plásmido con ADNc/pSV2Neo. Iras el proceso de
tratísfecciómí. las células fueron seleccionadas comí 400pg/ml de 0418 y los clomíes obtenidos
fueron seleccionados umediante ensayo de citometría de flujo. Los transíectantes estables de
eumdoglina en células U937 se obtuvieron mediante electroporación utilizando, en este caso, los
plásmidos linearizados mediante digestión con BamnH]. La cantidad de ADN utilizada fue de ¡00
pg. para 3x 0 céLulas, Para la eleetroporación. las células (resuspendidas en 400 pl de RPMI)
se mezclaron con el ADN (resuspendido en lOO 1.d). en cubetas de 2 mmn de un electroporador
ECM 6000 (BlX. EEUU), utilizando las siguientes condiciones experimentales: ¡00 voltios,
2950 microfaradios, 186 ohmios, siendo la duración del pulso de 30 mnilisegundos
aproximadamente. Tras este proceso, las células fueron lavadas con RPMI y puestas en cultivo
en RPM] completo. A las 24 horas. se cambió el medio y se añadió 1.5 mg/ml de G418 para
seleccionar las células transfectadas. La expresión de endoglina fue determinada mediante umi
ensayo de citometria de flujo. En la realizaciómm de este trabajo se utilizaron mnayoritariamente
poblaciones de clones, aunque algunos experimentos (donde se indique) se realizaron con clones
obtenidos mediante dilución límnite. Los traumsfectantes estables de Endoglina en células L6E9
fueromm obtenidos mediante el método de lipofectina (Felgner et al. ¡982). En este caso, sc
utilizaron las condiciommes proporcionadas por el fabricante (Gibeo), que consistieron en unezcíar
20 pg totales de DNA (plásmido de endoglina en pCEXV sin linearizar junto con pSV2Neo en
proporción 10/1 respectivamente), con 20 pg de Lipofectina en un volumen total de 200 ~l dc
l)MEM. Esta mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 20 mimmutos. periodo tras el
cual cl volumen se igualó a 2 ml con DMEN4 y se añadió a los cultivos subeonfluentes de células
5
eim placas dc 60 mm de diámetro (aproximadamente 3-4 xlO células/placa>. tras 24 horas de
trausfecciómí. las células fueron expandidas en proporción [/3 (relación de superficie) y puestas
en cultivo cmi DMEM completo en presencia de 400 pg/ml del antibiótico 0418. Tras la
selección con el aimtibíótico. los cloimes fiueroum catalogados como positivos o negativos mediante
un ensayo de citometría de flujo. En todas las transfecciones estables se incluyó ttum control de
células trarmsfectadas sólo cori el plásmido de resistencia pSV2Neo.
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s t rau síbc.c ¡ enes tíaa sitoria s en células (2<) S— 7 sc icaliza ro ti t anibién coím el netotío (le
1 .4)otectítía como sc a cal)a (le descrmbir. excepto que cii estos e!msax&) s se cotraíí sléc.t a tutu
di snímta s coíimbina ciones de las isotermas de endoglin a en cl plásímíido pC M V5 y/o los rece¡ñores
1 ip o ¡ y II lítunanos dcl 161=I~. en dicho plásmido. Coimio control, se incluyeron tran sfccciones
con el plásuxido sin inserto. Los ensayos de expresión, <en este caso detección de receptores
mediante radiomarcaje de afinidad), Rieron realizados a las 72 ¡moras pos-transfección.
3.13 Ensayos detroliferación_celular
Células 13937 fueron puestas en ciultivo en medio RPMI completo utilizando placas de
cultivo de 96 pocillos de fondo plano. La concentración fue dc 3 x í04 células/pocillo en 100 pl
de volumen. En estos ensayos las células fueron tratadas con las concentraciones ~ reactivos que
en cada caso se indican. Seis horas antes de la terumíinación del ensayo, se añadió a los cultivos
1 LtCi/pocillo de (31-1)-mnetil-timidina (A.E.: 2 Ci/mmnol;Amerslmaní Ibérica, Madrid. España). Las
muestras, por triplicado, fueromm recogidas mediauíte mm colector celular Skatron (Skatroím, Lier.
Noruega). mezcladas con líquido de centelleo y la cantidad de radiactividad incorporada en el
AI)N fUe estimada en un contador 1219 Rackbeta para emisión [3(LKB, Bromma. Suecia).
3.14 ~ws~ynsÁeadhesión célula-célula
1)os tipos diferentes de ensayos de adhesión célula-célula se lían realizado en este
trabajo: Adhesiommes homotipicas entre células U937 y adimesiones heterotípicas entre células
U937 y fibroblastos ¡.929 tramísfectados con PECAM- 1. Los primeros se realizaron en las
mismnas coumdiciones de cultivo que se han señalado en el apartado “Ensayos de Proliferación
Celular”. En cada caso, los tratamientos correspondientes Rieron realizados por triplicado y la
cuantificación del porcentaje de células agregadas, a diferentes tiempos. se realizó mnediante
observación con un microscopio de comítraste de fase (Nikomm l)iaphot. Tokio, Japón). El cálculo
dcl porcentaje se hizo inediarmte ensayo ciego con tres observadores. Las adhesiones heterofilicas
frieron realizadas mnediante co-cultivo de células U937 y trausfectantes de fibroblastos. Para
ello. 2.SxlO’ fibroblastos (transfeetantes control y de PECAM-1) Iberon puestos en cultivo en
placas de 96 pocillos de fondo plano en RPMI completo. A las cuatro horas (tiempo en el que se
produce la adhesión de los fibroblastos al sustrato). se añadieromm 3 x104 células U937. en un
xolumetí final de 200 pl. Estos co-cultivos fueron realizados por triplicado y en ausencia o
presencia de 500 pM de lGF—[3. durante 24 horas. Transcurrido este tiempo las l)lacas flueron
laxadas suavemente con RPMI, previanmente calentado a 37” (2. La estimación del número de
células 13937 adheridas a los tramísfectaímtes se realizó mediante dos métodos diferentes: En cl
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¡)li tuero. tui a vez laxa (las las placas. las edn las U~3 7 se tiñeroií coti el anticuerpo 03/9 (antí—
(i 1)45 1. 1 vas iiicubac ion c otm el anticuemv o durante 30 mitmuto s a teniperattmra ambiente. los
pocillos limetotí lavados dos veces con RPM 1 y se realizó utía segutí da iticul)acióti en las mismas
cotídiciotmes con Idi de cabra anhi-ratótm acoplada a Dynabeads (Dynal. Oslo. Nortuega). LI
liíndamcmno dc este proceso es aprovechar la refringencia de las bolitas magnéticas y poder
cuamítificar utilii¿ando el microscopio de contraste de fases. La preparación de Dynabeads se usó
a la dilución correspondiente para añadir 2x ¡6’ bolitas/pocillo. Finalizada la segunda itmcubación
sc procedió de nuevo al lavado de las ¡)lacas tal y como antes se ha referido. La cuantificación
se realizó contando bolitas/campo cmi los triplicados. El segundo método se realizó mediante
marcaje metabólico de las células U937 con (3H)-metil-timídina. Para ello, células (1937 (5 x íO>
células/mi) fueron cultivadas en RPMI completo durante 14 horas en presencia de 5 pi(2iltnl del
marcador radiactivo. Tras este período las células frieron lavadas dos veces con RPMI y puestas
a la concentración adecuada para realizar el co-cultivo con los trausfeetantes en las mismas
condiciones que se han descrito anteriormente. Transcurridas 24 horas, las placas frieron lavadas
de modo similar y el cultivo cotítetmído ctm el pocillo fbe recogido mediammte lisis comí umma solución
0.1 N NaOH -Y 0. 1% SOS. La radiactividad asociada a los pocillos (por triplicado), fue estimada
comi líquido de centelleo en un contador para emisión [3.
3.15 Ensayos de adhesión célula-sustrato_extracelular
Fmi este trabajo se batí realizado dos tipos diferentes de ensayos para medir la capacidad
de adhesión a sustrato de las células: Capacidad de adhesión directa al plástico de cultivo, o
capacidad de unión a fibronectina previamente unida a plástico. En ambas metodologías se
utilizaron células U937 transfectadas (control y ambas isoformas de endoglina). por triplicado.
Los ensayos de utíiótm directa se realizaron cultivamído 5x ío4 células por pocillo e¡m presencia o
ausencia de 500 pM dc T(il-13 a diferentes tiempos. En los ensayos de unión a fibronectina
muda a sustrato, placas de cultivo de 96 pocillos, fueron tratadas co¡m lOO pl de una soluciómí de
tibronectina en PBS durante 2 horas a 370 (2, siendo la cantidad total de proteína añadida al
pocillo de 1 ~ig/cní. ‘Iranseurrido este tiempo los pocillos frieron lavados tres veces con PBS e
incubados cotí lOO pl de mía solución 1% de BSA cii 1>135. durante un periodo adíciommal de 1
hora a 37” C~ entonces, sc lavaron de nuevo tres veces con PES. Las células que se añadieron a
estos pocillos habían sido tratadas durante 24 horas etm RPMI completo (5 x ¡0~ células/mí). etm
presencia de 500 pM de 1GF-¡3. Tras este tratamie¡mto frieron recogidas y lavadas con RPMI y
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resusp eumdida s etí RPM 1 . 1 <‘o BSA , 1 OmM 1 lepes pH 7.4 a la misma con celítraciámí y se
a fi adi erotí ¡ (10 tI dc esta su sp etí síótí a los pocillos, incul)atm close duma tite 1 Ii nra a 320 (2
Hm aml)os casos. enninados los tiempos (le i,mcuhaciótí el tíiedio de cultivo lime retirado
suavememite y los pocillos laxados dos veces con lOO pi de 0.9 mM CaCE. 0.5 mM MgCI2 en
¡>88. Las células imidas al pocillo fueron lijadas durante toda la tioche coím 1% de Qlutaraldelmído
a temperatura ambiente, las placas fueron lavadas tres veces comí PBS y las células teñidas con
0. 1% de azul de toluiditía durante 2 horas en las mismas condiciones de teníperatura. Una vez
teñidas las céltilas. los pocillos se lavarotí tres veces de tíuevo y el colorante asociado a las
células fue extraido con 100 pl de una solución al 10% de ácido acético. La absorbancia en los
pocillos a 628 uím lime estimada mediante un Multiscan Biocliromatie (Labsysíem. Helsinki,
Finlandia). El porcentaje de células unidas al sustrato se calculó tutilízando un curva de
calíbracío¡m
3.16 Oligonucleátidos anti-semmtido
Fmi este estudio se diseñó tui oligonucícótido de 21 nucleátidos correspondientes a la
secuencia anti-sentido qtme flanquea el sitio de iniciaciómi de la traducción del ARNm de
PE(2AM- 1. Como control, se utilizó la secuencia anti-sentido de la cadena ligera de lgG
Imujimatía. Los oligonucleátidos fueron sintetizados usando monómeros muodilicados cii fornía de
lbsforotioato (MumTay ¡992), mediante un sintetizador Geuíe Assemnbler Special (Phannacia).
Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados Rieron:
ánti-sentido PULAM- 1: 5 ‘-CCACCTCGGCTGCATCCTGAG-3. Control: 5’-
A(2C(2(2AGCJ’(2AGC3XiAGCT(2-3. En los estudios de inhibición celular realizados con células
U937 los oligonucleótidos se utilizaron a ulla concentración de 200pM.
3.17 Mazaies.sxtetabólicos con CSÉMet{Qs
Los marcajes metabólicos con (35S)-Met/Cys fueron utilizados emí dos tipos celulares
difereiítes~ Fibroblastos 1.929 y células 11937. Emí los tratísfectamítes L929 el marcaje se realizó
con cultivos comilluemites de las células en frascos de 75 cm2, a los que se les retirá el mnedio.
Iheron lavados con Hank’s y después se incubaron a 370 (2 durante 30 minutos en RPMI sin
metionina ni cisteimía (lUN Biomedicals. Barcelona. España). Tras este periodo. se retirá el
medio y se añadió de nuevo RPMI sin metionina/cisteina suplementado comí ¡0% de FCS
previamente dializado fremíte a 1>88. El marcaje se hizo utilizando lOO íuCi/nml de (~>S)-
metíonina¡cisteimía (Traus ‘>8—label; A.E.: >1000 Ci/mmol; ICN Biomedicais) durante 12 horas a
370 (2. Una vez terminado el petiodo de itmcubaciómí. el medio lime retirado y las células lavadas
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con 1>118. levantadas vm tripsinización colectadas mediante centrifugación. Después. las
células frieron lisa(la s con tatíípón de lisis y sometidas a iíí¡nunoprecipit a cton cotm el Aímí 44G4
dogli¡ia
ant i—etu > conio sc describe en el apartado ‘‘limínutí oprecipit actoil
las células tJ937 transfectadas lúeromí sometidas a marcaje metabólico cmi las mismas
condiciotíes que las descritas anteriormente, excepto qt¡e la densidad celular fUe de lxlO~’
células/ml. la coilcentración de (~S)-metionina/cisteina fue de 50 ~t(2i/mly el tuarcaje se llevó a
cabo en ausencia de FCS durante 4 horas en las mismas condiciotíes. Lii este caso, se utilizó el
sobrenadatíte para inmunoprecipitar la fibronectina secretada por las células al medio. 1>ara ello
los transfectantes frieron tratados durante 4 horas (coincidiendo con el marcaje metabólico) o 24
horas, (20 horas de tratamniento en medio RPMI completo + 4 ¡moras de marcaje metabólico), en
presencia dc 500 pM de TGF-J3. Una vez recogidos~, los sobrenadantes fueron cemítrifugados a
1 2000xg durante 3 mitiutos para eliminar restos celulares ~‘ este nuevo sobrenadante lite
sometido a immmunoprecipitación como se desemibe en el apanado “Inmunoprecipitación”
utilizando Aps antí-fibronectina. Los unmunoprecipitados lúcron sometidos a electroforesis en
geles de poliacrilamida en presencia de SDS, en condiciones no reductoras (fibroblastos) o
reductoras (11937).
3.18 MamWwffietabólicq=QmúifP-Ortofosfato
El marcaje metabólico con (~P)-Ortofosfato para la detección de fosfoproteinas se
realizó en cuatro tipos celulares diferentes: Células U937 (línea parental), cultivos primarios de
células endoteliales, transfectantes de endoglina en células L929 y trausfectantes de endoglina en
U937. 1>ara las células adherentes (fibroblastos y endotelio). se utilizaron cultivos comífluentes en
frascos de 75 cnt. Las células ¡1937 fueron marcadas a una concentración de lx 100 células/ml.
En todos los casos se retiró el medio de cultivo y las células frieron lavadas con Hanks. después
sc pusieron dc imuevo en cultivo a 370(2 en RPMl libre de fosfatos <lUN Biomedicals) durante 30
minutos. A continuación, se retiró dicho medio y se añadió medio fresco suplementado con lOoo
de ¡LS. previamente dializado fremíte a solución salina de 0.9% NaCí, y lOO ~tCiml de (32l>)~
Ortofosfato. Las células fueron marcadas metabólicamnente durante 4 horas a 37<’C. Fitíalizado el
marcaje, todas las manipulaciones se realizaron a 4c~C: Las células fueron colectadas y lisadas
con tampón de lisis celular cmi presencia de inhibidores de fosf’atasas (lmM Ortovatíadato sódico,
lniM Molibdato sódico y lmM Fluoruro sódico) Tras la lisis, la fracción insoluble lime separada
por centrifugaciójí a 1 2000xg duratute 15 minutos y el sobrenadante sometido a
unnuniopiecipitación con anticuerpos anti-endoglina (4464 y SE II). anti-PECAM- 1 (PI?.CAM
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.3 ~ lIC ¡0). ~ ami (1)11 c (lIC 1/1). o cotitrol (X63 ). Algtmos ensayos cotí las célttlas 11937
línea pa retíta ¡ ). a sí como los transiéctantes de etmdogliíía en 1>929 ~ ti937. fueron llevados a
cabo en presencia dc 500 pM de lGF—I&. Para caracterizar la tésíbrilación de PECAM— 1. los
tratamietítos supertores a 4 horas se realízaroií cultivando las célttlas en RI>MI completo a 5x ¡0>
células/mí, haciendo coincidir las últimas 4 ¡moras de tratamieímto con el marcaje níetabólico.
3.19 Análisis de Ibsfopeiptidos
Células 1929 transfectadas con cada isoforma de endoglina fueron inetabólicamente
marcadas cotí (3>P)-Ortofosfato. sometidas a inmunoprecipitación con el Am 44G4 y ¡a proteína
radiomarcada lite separada mediante electroforesis en un gel del 6% de acrilanmida. lina vez
localizadas las bandas colTespondientes mediante autotTadiografia, éstas fueron cortadas y
eluidas del gel (Boley ci a/. ¡991). Digestiones proteolíticas de los eluidos se llevaron a cabo.
primero con la eímdoproteasa Glu-(2 de Staphvlococeus aureus VS (EC 3.4.21,19: Boelírimíger
Manheim. Barcelona, España) en 0. ¡ M NH
4H(203, a pH 7.4 durante toda la noche a 370(2.
seguida de incubación con la endoproteasa específica de prolina de frlavobacterium
meningosept¡cuni (E(2 3 4.2 1.26; ICN Biomedicals) en tampón fosfato 0.1 M, pH 7.0 durante 3
horas a 300(2. Los fosfopéptidos obtenidos fueron separados mediante electroforesis en capa fina
en ¡0 g/l de (NI-LhC03 a pH 8.9 duramíte 30 minutos a 1000 voltios (Bolev el cl. 1991). [os
péptidos radiomarcados frieron detectados mediante un l>hosphorlmager 41 OA utilizando el
“software’ lmageQuant.
3.20 Análisis de fosfoaminoácidos
Células L929 tratufectadas con la isoforma larga de endoglina fi.terotm marcadas
metabólicatnente con (2P)-Ortofosfato y sometidas a inmunoprecipitación y electroforesis en las
mismas condiciones descritas en al apartado anterior, Una vez desarrollada la electroforesis. las
muestras frieron sometidas a electrotransferencia (ver apaitado ‘Transferencia de l>roteinas e
lnmumiodetecciómi~), títilizando una membrana de nylon (i-lybond-N: Arnershani bítermiational).
tina vez detectada la batida correspondiente en la metnbrana de nylom¡ mediante autorradiogralia.
ésta fue cortada y directamente digerida en 200 pl de 6M 1-1(21 a ¡1W’ (2 durammte 4 horas, los
fosfoaminoácidos frieron analizados mediante electroforesis bidimensional emm capa fina (Boley
eta!. 1991).
3.21 irausferencia de proteimias e inmunodeteecton
La tratisfereticia de proteínas desde el gel de acrilamida hasta las membranas de
tíitrocelulosa (0.22 ¡ttn: Millipore). se llevó a cabo a 300 milianiperios, durante 75 minutos a 40
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( cii cubetas díseñ a(la s al efecto. La electrotran síercuicia se realizo etí tamnpótm (le tiatisferetícia
cotupuesto ¡)OV taníp omm de electtoforesis (le protelíias. 20% metaiíol pII 8. lina vez realizada la
tmaumsferetmcía. las proteitias fttcrotí detectadas en la membratía mediante tinción con el colorante
Rojo ¡‘oncean. 1211 filtro tite posteriormetite desteñido con soluciómí de ácido acético al 5% y
lavado repetidas veces con agua. Entonces, se procedió al bloqueo del filtro para evitar mitones
imies¡)ecilicas durante la iiímnuímodetecciótm, mediante tratamiento de la membrana dttratíte ¡ hora a
temperatura ambiente coíí leche desnatada en polvo al 5% en l>BS. iras este bloqueo. se
procedió a la incubación comí el coiTespondiente Am. Para ello, se utilizó sobrenadamíte de cultivo
del hibtidoma comTespondiente diluido al 50<’~ en la soluciómí de leche en PBS, o bien dilución
1/1000 de fluido ascítico en la misma solución. La incubación se llevó a cabo en bolsas de
plástico. diseñadas acordes al tamaño del filtro, durante toda la noche a temperatura ambiente
con agitaciómí. Iras este proceso. la membrana fue lavada con PBS durante cinco minutos cuatro
veces y entonces se procedió a la incubaciómí con el segundo anticuerpo: Inmunoglobulina de
cabra ammti-inmtnmoglobulina de ratón acoplada a peroxidasa (Dakopats) a dilución 1/1000 en
solución de leclie-PBS. ¡ras umía incubación adicional duramíte 1 hora a temperatura amnbieimte. se
procedió de nuevo a lavar las membranas como se ha descrito más arriba. Las muestras que
procedían de ensayos de marcaje con biotina. imimumioprecipitación y electroféresis frieron
tratadas de modo idéntico al descrito, excepto que la reacción de reconocimiento específico se
realizó mediante itícubación de la membrana eoíí 2 pg/ml de estreptavidina acoplada a
peroxidasa <Pierce) en las mismas condiciones de la incubación con el segundo anticuerpo de la
mntunnodetección. En ambos casos las bandas específicas fueron reconocidas inediatíte un ensayo
de quimnioluminiscencia utilizando un “kit” comercial (Amersham).
3.22 Ensayos_de asociación al citoe.~qxj~kto
listos etmsayos fueron realizados para demostrar la asociación de PECAM- 1 a la fracciótí
insoluble celttlar. Para ello 11937 <línea parental) lime puesta en cultivo en ausencia o presencia
de 500 pM de TGF-j3 a una demísidad de 5x10> células/mí, Algutios ensayos se llevaron a cabo
además en presencia de 20 pM de citocalasina. Tras el tratamiento, las células fueron colectadas
y lavadas con PBS. La separación de las fracciones celulares soluble e insoluble fueron
basicamente realizadas como describen Newman el al.( 1992). con algunas modificaciones. titía
ez colectadas las células frieron lisadas en 400 jis de 1% Tritón X- lOO. ¡00 mM MES, 0.5 mM
MgCl9, ¡mM PMSF. lmM NaF, lmM Na2MoO4, ¡mM Na3VO4. 2mM EGIA, pH 6.7 (tampón
de citoesqueleto>. duramíte 5 minutos a 40(2~ Las muestras flíeromí entonces centrifugadas a
sg
Afalería/e.s y ¡netodos
15. 00O~ clti rante 1 5 mnintttos a 40(2 etí tttía ttltracentíifitga It 1 00 l3eekmatí. con un rotor ¡LA
1 00.2 ( Hecluiíatm lii strumeumt s Inc. Palo Alto. FE. 1111). liste proceso condttjo a la obtención de
las fía ccíotmes sol¡tble ( sobiemi a dante) e imlsolul)le (sedimímcnt o). La fiacciótí insoluble tite lavada
suavemetite tres veces con tampón de citoesqueleto unediatmte pipeteo. resuspendidas cmi 200 pl
del mismo tampón e incubadas con 200 U de UNasa tipo 1 <AH.: 2000 U/mg: Boerlminger-
Mannlmeim). duratíte ¡0 nmitíutos a 370 U. A continuación, se añadió tampón de carga de
clectroforesis <2x) y las muestras se sonicaron duratíte 3 tuinutos a 40(2~ Las fracciones solubles
fiteromi níezcíadas directamemíte con 1 volumen del mismo tampón de carga. Entonces, tanto las
fracciones solubles como insolubles frieron Itervidas y sometidas a electroforesis en geles del 6%
de acrilamida en coímdicioímcs no reductoras. Una vez realizada la electroforesis. las muestras
fueron clectrotransferidas a membranas de nitrocelulosa y se llevó a cabo un ensayo de
mnniunodetección con el Am 1-1(2 ¡/6, tal y como se describe en la sección “Electrotransferencia e
Ininumiodetección de l>rotetnas -
3.23 Determinaciómí_de actividad PK(2
Células U937 (4x 10”) fueron colectadas tras el tratamiento con 500 pM TGF-f3 durante
los tiempos indicados, lavadas dos veces con PBS y wia vez resuspendidas. mantenidas en hielo.
en 200 pl de tamnpóti TEM (2OmM Tris-H(2l. pH 7.5, 0.5 mM EDIA. 0.5 mM EGTA, ¡0 mM
13-mercaptoetanol. 25 pg/mnl de leupeptina y 25 ~tg/ml de aprotinina). Se obtuvieron
homogeneizados de estas células mediante aspiración y expulsión cotí tina jerínga a través de una
aguja de diámetro 25. Los homogeneizados fueron centrifugados pmimero a 1 OOOxg durante 5
minutos a 40(2 para sedimentar los núcleos y grandes restos celulares, y después a 100.OOOxg en
una ultracentrifliga TL-l00 (Beckman) durante 30 minutos a 40 (2. De esta manera, se
obtuvieron dos fracciones, sedimento y sobrenadante, que se utilizaron como fuente para las
medidas de PKC asociada a membrana y a citosol. Los extractos de membramia se prepararon
resusl)endiendo cl sedimetito en 50 itís de tampón TEM, en hielo. 50 p.g de proteína total
(estimada mediante ensayo colomimnetrico realizado en paralelo con el “kit” Protein assax
reagent: f3io-Rad). tanto de la fracción citosólica como de membrana, fueron utilizados para
medir actividad PKC. basandonos en el método descrito por Vasuda el al. (¡990). utilizando
para ello un “kit’ comercial para medir dicha actividad (Gibeo). Los extractos proteicos fueron
itícubados durante 5 minutos a 300 (2 comí micelas mixtas formadas por 0.28 mg/ml de
tbsfatidilserina. lmM del éster de forbol PMA y 0.3% de Tritón X- ¡00, [y-¿l>)JATP (20-25
mCiIml: 3000 Ci/mmol; Amnerslíam). y 50 mM de péptido con secuencia específica de sustrato
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a ma la ¡)roteína quina sa (. obtenida a paiti r (le proteína b~sica de mielin a. ti na vez lleva da a
cabo la reacciótí las muestras fiteromí secadas cmi filtros de fésfofocelulosa (Millipore) y lavadas
cotí ácido ortofosfótico al 1%. la camítidad de radiactividad incorporada emí los j)éptidOs fine
cuatítilicada mediante cotítaje por centelleo cmi un contador para radiación 13 (LKB). Las tnedidas
fueron realizadas por triplicado y los valores netos de actividad se obtuvieron restando a la
actividad de cada muestra el valor obtenido al realizar el ensayo en ausencia de la mezcla de
105101i1)idos.
3.24 Ensayos de mareQjg~1e afinidad de los receptores del IGf~b
Los marcajes de afinidad de los receptores del TGF-f3, fueron realizados con células
t3937. L6F y (205-7. todas ellas tranfectadas con ambas isofoimas de endoglina, y en el caso
de COS-?. cotransfectadas además con los receptores 1 y 11 humanos del TGF-[3. En todos los
casos se stgumó la metodología descrita por Massagué (1987), comí algunas modificaciones. En el
caso de las células U937. estos ensayos se realizaron con un máximo de 5x10< células/mi, en un
volumen total máximo de 2 ml. En el caso de las células L6E9 y (205-7 los ensayos se realizaron
comí cultivos confluentes en placas de cultivo de 60 mm de diámetro (entre 1,5-2 x106 células
totales). En todos los casos, se retiró el medio de cultivo y las células fueron lavadas con
Hamíks. A partir de este punto, todas las mamiipulaciones se realizaron a 40C. lina vez lavadas.
las células fueron puestas en tampón 1-lepes durante al menos 45 minutos. Transcurrido este
tiempo se cambió por el mismo tampón fresco suplementado con 0.1% BSA (tatupón de unión
de la citoqttina a sus receptores). Una vez equilibradas las células en dicho tampón, se añadió
(t:sl)..~l.(iF..p (Amerslmam; actividad específica 1200-2000 Ci/mmol) a las concentraciones
imidicadas en cada caso. Emí algunos ensayos, junto a la citoquina radiomarcada. se añadió un
exceso de 50 veces en concentración de la citoquina no marcada, para demostrar por
competición la especificidad de los receptores detectados. Las células fueron entonces incubadas
dtírammtc 4 horas cotí agitación en presencia de la citoquina radiomarcada. Transcurrido este
tiempo las células fueron lavadas tres veces con tampón Hepes, bien por centíifitgación a 600x~
dt¡raííte 3 minutos, bieíí mediante aspiración del sobrenadante en el caso de células adherentes.
Lina vez lavadas, las células fueromí puestas de nuevo en tampón Hepes (en el mismo volumen
qtie el dc pattida ).. y la citoquina fue unida covalentemente a sus receptores mediante el agente
de entrecrttzamiento disuccinimidil suberato (DSS: herce) a comicentración 0.3 mM durante 15
nímnutos cmi agitaciómí. Lima vez realizado el entreenizamiemito, se procedió a laxar las células 4
veces cotí tampón Hepes como atítes se ha indicado. Las células L937 fueromí directamente
6>1
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lisa(las en tantpo¡t de lisis. mtcntras que a las células adímerepítes se les anadio tampon 1<) mM
1 ris—l-lCl. 15<) mííM N aC ¡ y ¡mM El) lA, pH 7.4, durante 1 0 miii utos para facilitar que sc
despegaran: lítíalmetíte fueron recogidas mediante raspado suave de las l)lacas cotí utí rasl)ador
dc teflótí y cetítriliígaciótí a óOOxg durante 3 mnimíntos. Umía vez colectadas, las células úiemot¡
mesuspendidas en mampótí de lisis en umí volumen (le ¡00 pl. ¡ ~alisis celtílar se realizó dttrante un
l)eriodo de 45 minutos con agitación, después del cual las muestras fiíeromí sometidas a
centrifugación a 1 2.OOOxg durante ¡5 minutos. La fracción soluble fue utilizada para su
posterior análisis, bien por imimunoprecipitaciómí, bien de los extractos totales segúmí se indica en
cada caso. Las mmímunoprccipitaciones fueron realizadas segmní se índica etí el apartado
“lnmumlopreci;)itacion ‘1 Para analizar los extractos totales, las muestras fueron diluidas con
tampón de carga de muestra (óx> en condiciones no reductoras. salvo indicación. Tras la adición
del tampón de carga. las muestras fueron líemvidas durante ~ minutos y sometidas a
electroforesis. que en este caso se realizó utilizando geles de acrilamnida al 7.5%. del6xl6y
0. ¡5 cm de tamaño: el desaiTollo se realizó en 4-5 horas a 40 mA. El resto de las condiciones
exl)elmmentales fiterotí similares a las descritas emí el apartado “Electrotóresis de proteínas”. Las
bandas marcadas fueron detectadas mediante un Phosphorlmager 41 OA y el paquete informático
lmnageQuant (Molecular Dxííamnics).
3.25 Ensay~s de_deoadaeión delj§h -TQfJ3
Los ensayos de degradación de (‘2>1)-TGF-fl fueron básicamente realizados como
describen (Frolik el al. ¡984) con células 13937 transfectadas con ambas isoformas de
endoglimia. Las células fueron recogidas de cultivo, lavadas cotí Hanks y resuspendidas en
DMEM suplementado con 25 mM Hepes y 0.1% de BSA, pH 7.4 donde Rieron incubadas
durante 45 niintttos a 37<’C. Una vez equilibradas en dicho medio, las células Rieron lavadas y
resuspemídidas en medio fresco a umía concentración de 5x ¡0’ células/ml. domide fueron
iticubadas durante 1 hora a 370(2 en presencia de ¡00 pM de (‘2~l)-TGE- 13 Iras la unión de la
cito(¡uitía a sus receptores, las células fueron colectadas rímediatíte centrifugación y lavadas
cuatro veces comí medio fresco a 4O(2~ Ahcuotas de 2.5 x ¡0 células en 0.5 ml. hmeromí
transferidas a tubos nuevos y reincttbadas en medio fresco por períodos adicionales de 30, 60
y 90 minutos a 370 (2 Como control, una alícitota lime mantenida en hielo hasta cl final del
emísayo (considerada como tietnpo=0). Al final de cada período de incubación, las células
Iheron reco¿idas mediatíte centrifugación a 600xg durante tres ;nn¡títos. lrmrtíediata¡mmente, el
sobrenadante lime retirado y se le añadió ácido tricloroacético al 10% (comícentraciómm final> para
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precipitar las ¡)iotcitías. Estas muestras fi¡erotí niantenidas etí hielo dttratmte 30 minutos y mía
vez realizada la precipitaciotí, se separo la lracciomi soluble de la insoluble mediante
cetitrifligación a l 2000xg durante lO minutos a 40(2 Para cada tiempo de incubación los
ensayos fuemomí realizados por triplicado y la radiactividad asociada a las células, a la fracción
soluble y a la fracción insoluble fíe medida mediante un contador ¡282 Compugainma CS
(L.KB, Bronmma. Sttecia) de radiación y. La radiactividad total presente en cada muestra
(radiactividad en las células ~+radiactividad en cada fracción del sobrenadante), fríe considerada
lOOOo y a partir de estos valores se hizo el cálculo porcentual de la radiactividad asociada a la
fracción soluble en tricloroacético. l>ara el cálculo del nivel relativo de unión de la citoquina a
las células, la radiactividad asociada a las células tomadas como control (tiemnpo~0), se le
asmgnó el valor arbitrario lOO. La cantidad de cisoquina unida a lx 10” células fne calculada a





4.1 Efecto del i’GF-f~ en2)roliferación celular~gre~aciówyfrnp~ipo de las células 11937
l’GF-9 es un inhibidor de la proliferación de muchos tipos celulares (Massagué 1990;
Roberts y Sponm 1990). De acuerdo con estos antecedentes, el tratamiento de las células 11937
con dicha citoquina. mostraron inhibición de la proliferación (Fig. 10 A), produciéndose la
detención del ciclo en la fase GI. El ináximo efecto con el TGF-13 se obtenía tras 48 horas de
tratamiento y un efecto similar fue observado con el GM-(2SF, mientras que los tratamientos
con 11-3 o M-CSE no ejercen un efecto detectable sobre la proliferación celular. Como control
en estos ensayos se incluyó el PMA, el cual es un agente prototípico utilizado en el estudio de
la diferenciación mnacrofágica. y por tanto inhibidor del crecimiento, en este tipo celular. Al
mismo tiempo que se produce este efecto inhibidor de prohiferación sobre las células, pudimos
comprobar que los tratamientos con TGF-j3 inducían la formación de agregados celulares (Ng.
10 B). Estudios cinéticos demostraron que este efecto afectaba prácticamente al ¡00% de las
células y alcanzaba la saturación aproximadamente a las 24 horas de tratamiento (Fig. 10 Q.
Este fenómeno de agregación celular requena la presencia de cationes divalentes en el medio,
ya que era inhibido en presencia de un agente quelante como el EDTA; metabolismo celular
activo, ya que no sc producía a 40(2: y la integridad del citoesqueleto, ya que la presencia de
inhibidores de la polimerización de filamentos de actina (citocalasina B), daba lugar a su
inhibición (Fig. lO D).
Muchas móleculas están implicadas flincionainíente en fenómenos de adhesión célula-
célula y son expresadas de forma constitutiva en la superficie de las células U93’7. Sin
embargo, esta línea celular crece en suspensión y los fenómenos de agregación son
prácticamente inexistentes en ausencia de estimulos. Aparentemente nos encontrábamos ante
mía situación de activación de algCm receptor de membrana, y por ello, procedimos a detectar
los posibles cambios de expresión de algunos de ellos mediante ensayos de citometria de flujo
(Hg. II A). Células no tratadas y tratadas durante 24 horas con TGF-fl mostraban unos niveles
de expresión similares de las integrinas leucocitarias [32: LFA-1, Mac-1. pl50,95 y la propia
cadena común f32; respecto a las integrinas del grupo [31 (VLAs), encontramos una
disminución de expresión de la cadena 04 y aumento de 0.5, resultados de acuerdo con los
reportados por otros autores (Bauvois el al. 1992); no pudimos detectar vamiaciomies
significativas en la cadena común ¡3]. Respecto a móleculas del grupo (2AM (Celí Adlíesion
Molecules) detectamos cambios, con disminución de expresión en menibrana de 1(2AM- 1 y un
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fiteite aumento de expresión de PU AM- 1. En relaciómí con este aumento, se deniostro
mediante estudios cinéticos, que la aparición de los agregados sc correlacionaba comí el
aumento dc expresión en membrana de dicha pínteitía < Hg. 1 1 H ). y que el análisis del ARN
corroboraba la regt¡lacíon tramí scrípcional dc su expresiótí pudiéndose detectam los dos
tratíscritos especiticos de 3 4 y 3.7 kb correspondientes a l’L+CAM— 1 (Hg II (2). listos
resultados parecían índicat que el aumento de exl)resión de PLCAM— 1 podría estat implicado
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Fi~. lO Efectos del TGF-j3 en células U937.
1 ulílbición de prol iteración U937 ( 3x lo células/pocillo) fttemon t tatadas con TGF—p t St)O ptvi y GM -(SP
lOO ti/tul •>, II..— .3 II) tíg1tnl y M—C SP (50 11/tul y PM A <lO ng/ml> y la prol iferactón fime. esí imada mediante
captación de ‘II -Tinuiditía a los tiempos indicados Se representa la tnedia /- DEI de triplicados.
B. TCF-¡ indnce aglegaciones homotipicas. U937 ftteron incubadas en ausencta Control o en presemicía de
500 pM de TGE—J3 TCE-j5 . Tras 24 horas en cultivo, las células fueron fotografiadas en tui microscopio de
contraste dc lhses
( Estudios cinéticos de la agregación inducida po’ TGE—¡t en las células L~3/.
D Reqtíerttnientos de la agregactón celular, las célitias fiteron incubadas cotí TGF-I) tanto a 4” cohmio a U” C


















Fig. II Efecto del TGF-~ cii la expresión de moléculas de adhesión.
A. Análisis por citonmetria de flujo. U937 fueron tratadas durante 24 horas con TGF-~ (500 pM) y la
reactividad de los Anis TSI/1l (anti-LFA-l1, TSI/18 (anti-CDIS). TS2/16 (anti-(2029). RRI/ 1 (anti-ICAM-
1), Bear 1 (anti-Mac-l, CDIII,), HCIIl (anti-p150,95 CDI lc). F0212 (anti-CD7I\ PiD6 (anti-VLA-5, cadena
a, CD49e), l-tPl/7 (anti-VLA4 cadena a, CD49d) y lIC 1/6 (anti-PECAM-I) se comparé entre células tratadas y
no tratadas. Se representa la medía de intensidad de fluorescencia mixedida en escala logaritrimica de un
experimento representativo.
8. TGF-p induce la expresión de PECAM-I. U937 fueron incubadas con TGF43 y a los tiempos indicados se
estimé el porcentaje de células agregadas y la fluorescencia específica. El incremento de fluorescencia se
calculé por sustracción de la media de intensidad de las células tratadas de la media de las células no tratadas.
5e representa la imiedia +1- DE de un experimento por triplicado.
(7. U937 fueron tratadas corno en el panel 8 y los niveles de los transcritos específicos de PE(2AM-l fueron
detectados mediante hibridación con una sotída específica. Conmo control de carga se incluye la Unción con
bromuro de etidio de los ARN ribosómicos.
t2Ip~pjicación de PECAM-l en las agregaciones homotí icas inducidas por TGLJ3
Para demostrar que realmente PECAM- 1 estaba implicado en el fenómeno de adhesión
celular, realizamos experimentos de inhibición mediante anticuerpos monoclonales y
policlonales. Las integrinas LFA-l (Rothlein y Springer 1986>, VLA-4 (Campanero et al.
1990), y VLA-5 (Caixia eta!. 1991) son moléculas que previamente habían sido implicadas en
agregaciones homotípicas y se conocían anticuerpos que podían bien inducir dichas
agregaciones o inhibirías (Hg. 12 A). El Am TS2/16 (anti-CD29) inhibe las adhesiones vía
VLA-4, inducidas por el el Am HP 1/7. Sin embargo, TS2/16 no inhibía las inducidas por TGF-
¡3 (panel a). l>or otra parte, péptidos sintéticos con la secuencia RGD inhibían las adhesiones
inducidas por el Am Pl DÓ a través de VLA-5, pero no inhibían las adhesiones mediadas por cl
TGF-f3 (panel b). Además. Amns dirigidos contra CDI 8 (cadena ¡32 de las integrinas
leucocitarias). y contra (2D54 (ICAM- 1) inhibían las adhesiones mediadas por LFA- 1 ¡1(2AM- 1
producidas tras el tratamiento de 13937 con PMA; de nuevo, estos Amns no tenían efecto sobre
las adhesiones inducidas por el TGF-¡3 (panel e). Sin embargo, la presencia en los cultivos de
suero policlonal anti-PECA.M- 1 inhibía dichas agregaciones <panel e). Estos resultados fueron
III ¿MIt (1 (RAS>
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coiToborados mediatíte estudios cinéticos realizados comí Amns anti-PECAM- 1, etí los cuales
los Ams IIEC-75. S(il 34. 6118. NIH3 1-2 y MB35 inhibían las agregaciones imíducidas por
lGF-¡3 (Fig. 12 B). Estos resultados implicaban directamente a PECAM- 1 en las agregaciones.
Como ensayo adicional. pudimos inhibir las agregacioties homotipicas al añadir
oligommucleótidos antisentido específicos de PECAM-l a las células 13937 tratadas con TGF-j3
(Fig. ¡2 C); este resultado, comprobado mediante marcaje de superficie y análisis por
citometría de flujo (Fig. ¡2 D), demostraba que el aumento de expresión en membrana de la
proteína era necesario para el fenómeno de adhesión.
Por otra parte, y para demostrar la especificidad, realizamos ensayos de cocultivo de
transfectantes de PECAM-l en fibroblastos de ratón, con células 13937 en presencia de la
citoquina. En estas comídiciones las 13937 se unían a los fibroblastos PECAM-l+, sin embargo.
mio se producía unión apreciable cuando las células no fúcron tratadas con TGF-13. Un
resultado adiciomtal demostraba la necesidad de implicar a la proteína en ambos tipos celulares,
ya que el tratamiento individual de U937 con la citoquina durante 24 horas y posterior
incubación con los transfectamíttes sin tratar no permitía obtener resultados relevantes en cuanto
a la unión heterotípica entre las células (Fig. 13).
4.3 Vías de señalización implicadas en las adhesiones•
El tratamiento de líneas celulares monocíticas con activadores de la proteína quinasa C,
tales como el PMA, inducen el aumento de expresión en membrana de PECAM- 1 (Cabañas et
aL 1989; Goldberger et al 1994b). Con este precedente, quisimos analizar la posible
implicación de esta actividad quinasa en el aumento de expresión de PECAM- 1 observado en
presencia de TGF-f3 (Fig. 14 A). El tratamiento de 13937 con TGF-13 demostró un aumento de
dicha actividad en el cítosol pero no en la membrana (al contrario de lo que ocurre con el éster
de forbol). en las primeras horas de tratamiento, alcanzando el valor maximo aproximádamente
a las 6 horas, para posterionnente disminuir hasta los niveles basales. Este aumento de la
actividad PKC, lije corroborado mediante análisis de ARN de los mensajeros correspondientes
a los protoortcogenes c-fos y c-jun, que fonnan el factor de transcripción AP- 1 (Distel y
Spiegelman 1990; Vogt y Bos 1990) y que es inducido por dicha actividad quinasa (Fig. 14 B).
Al mismo tiempo, pudimos detectar una disminución de los tránseritos específicos de c-rnyc, lo
que está de acuerdo con la pérdida de la capacidad proliferativa de las células y con el hecho
de que c-nzye es una diamía etí la vía de señalización de TGF-[3. como previamente se había
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ñg. 12 Análisis de las moléculas de adhesión implicadas en la agregación inducida por TGF-~
A. U937 fueron tratadas con 500 pM de TGF-p, 10 ng/ml de PMA o con los Am inductores de agregactén.
HPI/7 (anti-VLA-4) o PtD6 (anti-VLA-5), en ausencia o presencia de inhibidores especificos de cada
agregación. Se representa la media 4-!- DE de un experimento por triplicado. Tras 24 horas etí cultivo, el
porcentaje de agregación fue estimado en los pocillos, a. TS2/16 (anti-CD29) inhibe las agregaciones inducidas
por HPI/7. pero no las del TGF-13. b. El péptido GRGDSPC (0.5 mg/ml) inhibe las agregaciones inducidas por
PIIJÓ pero no las del TGF-IY cTS 1/18 (anti-CDI8) o RRI/l (anti-CD54) inhiben las agregaciones inducidas
por PMA pero no las de TGF-9. d. Aps anti-PECAM-l inhiben las agregaciones inducidas por TGF43, corno
control el suero preinmune no tenía efecto en la agregación (el suero anti-PECAM-l y el control fueron usados
a dilución 1/100).
13. Anis anti-PECAM-l inhiben las agregaciones inducidas por TGF-p El Am D3/9 anti-CD45) fue nado
cotimo control negativo.
(7. Oligonucleétidos antisentido especificos para PECA.M- 1 inhiben las agregaciones inducidas por el
tratamiento con TGF-I3 a los tiempos indicados. La flecha y línea discontinua representan el efecto de retirar
del cultivo los oligonucleótidos antisentido, realizados en ensayos paralelos.
D. Efecto de los oligonucleótidos antisentido sobre la expresión de PECAM-I en tnetnbrana evaluada mediante
Unción con el Atmí HG 1/6 y análisis por citonmetría de flujo. Células U937 fueron incubadas en ausencia (U) o
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Hg. 13 Adhesión de las células U937 a tratísfectatítes de PECAM-l
A F¡broblastos de ratoil transtectados con el ADNc de PECAM-l <PECAM ¡ o transfectaímtes control
CONTROL> fitetotí teñidos con cl Am HCI/u y amíalizados por citoíuett ¡a de [luto
13 y ( Á~dhesíon de las cél tílas LO 7 cocultivadas con los trausfectantes. tanto etí auseucta cotno cii presetícia
de ~O0 pM de TC FIl drtíanw 24 horas, Una vez traímscttrrido este tiempo las placas fueron lavadas con RPM 1 e
ucubadas cois el Aiim Di/O (ant i—t§’D45 ). etílonces se lavarotí de nuevo y se realió tina segunda incttbacíóuí cotí
igC de cabra ano—ratón acoplada a bolitas magnéticas Las celítías fuerotí visualizadas por ummícuoscopta de
contraste de fases 13 y en lles calmípos al azar se contó el número de bol itas/campo ((1 Se representa la medía
Y- DE de un e~peritumento por triplicado.
D. Pí mmismo ensayo que e 13 pero est i rimado rnediaímie t narcaje adiadi yo. LO;] ~tiarcadas cotí < IR) Ti títIdi tía
6ó 004 ¡Y- . 34 1 c pum en S.. 1 0 células/pocillo) Fueron coculí ivadas como se lía especificado ;mtíteriortnente.
Tras 24 horas cts etíltivo. las lMacas Fuerotí lavadas con RPM 1 y la radtacl ivídad que quedaba en los pocillos
Fíe estimada mcd ¡ ame u rl con adoí de cetítel leo. 5e representa la inedia . DE de u u etísayo por t rtplícado
(3»
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la expresioím cii supeilicie de PECAM- 1 se correlacionaba con la actividad PKC.
pttesto que la presencia de imílílbidores, al menos parcialmemmte específicos de 1>KC, ¡1-7 y
estaurosporina (Hidaka eta!. ¡984; Tamnaoki el al. 1986), reduce la expresión de PECAM-l
inducida por el TGF-13 (Fig. 14 C). Comno control, la expresión de PECAM- ¡ inducida por el
activador de PKC, [‘MA. Etc reducida en presencia de estos inhibidores. Además,
estaurospomimía y H-7 también inhibieron la expresión de PECAM- 1 en células U937 sin
estimular, sugiriendo la implicación de PKC emí la expresión basal de PECAM- 1. En conjunto,
estos resultados implicaban a la actividad quinasa en el aumento de expresión de PECAN]- 1 en
la membrana, y. junto con los resultados obtenidos con los oligonucícótidos antisentido, los
cuales demostraban la necesidad del aumemíto de expresión para que las agregaciones celulares
ocumrieran. sugerían que el bloqueo de la actividad PKC imn¡ediria la formación de dichos
agregados. Para comprobar esta hipótesis, realizamos los ensayos de agregación emm presencia
de los inhibidores de la PKC, pudiendo comprobar que efectivamnente las agregaciones
quedaban bloqueadas al tratar las células con TGF-fl en presencia de dichos inhibidores (Fig.
140).
Una vez comprobado que el aumento de expresión de PECAM- 1 en la membrana era
necesarmo etm mmuestro modelo para poder participar en el fenómeno de adhesión, analmzamos sm
éste era el único requerimiento para tal función cuando las células eran tratadas con TGF-f3, o
por el contrario, estaba implicada alguna vía más de señalización de la citoquina. Con este fin,
células (J937 fueron tratadas durante 24 horas con TGF-13. Al final de este período, las células
tiieromí lavadas varias veces con RPMI y fueron puestas en cultivo en ausencia del factor cii
medio completo (Fig. 15). En estos emmsayos, se añadieron Aps anti-TGF-j3 en algunos pocillos
y en otros se añadieron Aps utilizados como control. Las células fueron puestas en cultivo en
condiciones normales (370C. atmósfera húmeda y 5% dc CO2) y a diferentes tietupos se estimó
el porcentaje de agregación presente en cada uno de los pocillos hasta un periodo adicional de
24 horas. En los pocillos donde se había añadido el policlonal neutralizante de la citoquina, se
produjo inhibición de la agregación, mientras que no hubo efecto donde se utilizaron los
anticuerpos control (Fig. 15 A). Tras el segundo período de 24 horas, se recogieron células
que habíamm sido tratadas exactamente igual y en paralelo coim los ensayos donde se estimaba el
porcentaje de agregaciómm. y frieron analizadas por citometria de flujo para evaluar la expresión
de PII.CAM- 1 en membrana (Hg 15 B). El resultado de este atmálisis demostraba que el nivel de











































Fig. 14 Implicación de la PKC en las agregaciones inducidas por TGF4~.
A. células U937 fueron tratadas con 500 pMTGF-p y a los tiempos indicados los valores netos de la actividad
PKG, tanto en forma soluble como asociada a membrana, fueron estimados utilizando un péptido sintético
como sustrato. Se representa la media ±/- DE de los valores obtenidos mediante triplicados. Coimso control
positivo sc incluyó el tratatniento durante 30 minutos con PMA a lO ng/mnl, encontrando unos valores de it
pmol/miíúmg de proteina en la fraccción de membrana, y un descenso de Imasta 8 pmol/min/mg de proteiíma en
la fracción citosólica.
E Análisis de transcritos específicos. mediante electroforesis, transferencia e hibridación del ARN con sondas
especificas de c~mve. c-Jhv y c-/un tras el tratamiento de U937 dttrante los tiempos indicados con TGF-¡3.
(7. U937 fueron incubadas en atísencia (U) o en presencia dc TGF-p sólo (T) ó TOE-fi tuás estaurosporína
<T(ST)) En experinmentos control. U937 fuerotí incitbadas en ausencia (U) o presencia de PMA sólo (T). o
PMA más estaurosporina {T(ST)}. La expresión de PECAM-l en membrana fue estitm3ada con el Am HG 1/6
mediante análisis por citometria de flujo. Resultados a¡málogos fueron obtenidos con el inhibidor H-7.
D Estaurosporina inhibe la agregación celular inducida por TGF-f3. U937 fueron incubadas con TOE-fi erm
ausencia (-) o presencia de estaurosporina (±)y a las 24 horas se estiímió el porcentaje de agregación en los














inclt¡idas las que desde el comienzo del ensayo estuvmerorm en presemícia del TGE-I~ (a estas
células íío se les cambió cl medio durante las 48 horas totales del experimento). El
sobremiadante de estas células fue recogido y añadido sobre células frescas, realizando un
eímsayo de i¡mhibición de l)roliferación (Fig. ¡5 C). Se obtuvo un efecto de inhibición que era
mediado por T(iF-13. ya que. los sobrenadantes que contenían los anticuewos bloqueantes no
ejercian tal efecto; etm este ermsayo se incluyó de nuevo como control positivo PMA. De esta
mnanera demostramos que existía un rnecanmsmo autocrino de producción de TGF-(3 y que éste
mostraba actividad biológica al ser secretado por las células. El hecho de que cl policlonal
neutralizante del TOE- f3 inhibiera la agregación pero no se produjera, emm paralelo, umía
dismninuciómm del nivel relativo de expresión de PECAM- 1 en membrana, nos indujo a pensar
que esta proteimma podria miecesitar alguna modificación pos-traduccional para ser fUncional.
Las propiedades finmcionales de PECAM-l como molécula de adhesión, han sido
potencialmnente relacionadas con su capacidad para ser fosforilada en el dominio citoplásmico
y su asoctacion con los componentes del citoesqueleto (Newman el al. ¡992; Zehnder el al.
1992). En este semmtido, es importante recordar que los ensayos de agregación de nuestro
sistema eran inhibidos en presencia de citocalasina B. Para comprobar la posible fosforilación
en el dominio citoplásmico de PECAM- 1 cii nitestro sistema, realizamos ensayos de marcaje
metabólico con (>2P)-Ortofosfato a diferentes tiempos de tratamiento con la citoquina, para
después amíalizar niediante inmunoprecipitación y electroforesis la mnarca asociada a dicha
molécula. Estos estudios cinéticos (Fig. 16 A). demostraromm la fosforilación de PECAM-1 a
tiempos tardíos <no se detectó banda marcada tras cuatro horas de tratamiento), pero un hecho
importante era que la fosforilación de PECAM- 1 seguía aproximadamente la cinética de
agregación celular. Decidimos comprobar entonces, si esta fosfoillación podría implicar de
alguna fbnrma el anclaje de PECAM- 1 al citoesqueleto. Para ello, realizamos ensayos de
transferencia e inmnuiíodcteeción, comí las fracciones soluble e insoluble de los extractos
celulares obtenidos comno se describe en la sección “Materiales y métodos”. Estos ensayos
fueron realizados tras 24 horas de tratamiento con la citoquina, (tiempo en el cual la
agregación y fosforilación eran evidentes), y como control se incluyeron tanto células sin tratar
como células tratadas con la citoquina y citocalasina B (Fig. ¡6 B). Tras 24 horas de
tratamieímto, PECAM- ¡ pudo ser detectado emm la fracción insoluble celular. Además, a pesar de
que el inhibidor de la polimerización de actina inhuibía las agregaciones, como antes se ha
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mencionado, no era capaz de inhibir el anclaje de la glicoprotcína a la fracción insoluble,
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flg. 15 Efecto de la neutralización del TGF-j3 sobre la agregación celular. Células U937 fueron incubadas
en ausencta o presencia de 500 pM TGF-p (TOFÍ Tras 24 horas en cultivo (ver flecha), el tuedio fue
descartado y las células fueron lavadas tres veces con RPMI. Tras los lavados, las células se pusieron de nuevo
en cultivo en nmedio fresco (TOE retirado). Además de retirar el TGE-13 de los cultivos, anticuerpos policlonales
bloqueantes de la uniótí de la citoquitía a sus receptores (TOE retirado + ¡jol anti-TGF) o anticuerpos control, y
TOE retirado 4- pol control), fueron añadidos a los cultivos. A los tiempos indicados el porcentaje de células
agregadas (lic estrmado (A), y tras un periodo adicional de 24 horas (48 horas desde el comienzo del ensayo), el
nivel de expresión de PECAM-l en imíembrana fue analizado por citometria de flujo (B) En este momento el
sobrenadante de las células fue recogido y añadido a células frescas. Tras 36 horas en cultivo se realizó un
ensayo de proliferación celular, para medir la capacidad inhibidora que liaNa en los sobrenadantes ((7). El
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Fig. 16 Efecto del TGF-~ sobre la fosforilación y asociación al citoesqueleto de PECAM-l
A. Fosfonlación de PEGAM-l. Células U937 fueron incubadas con 500 pM TGF-~ durante los tiempos
indicados y tuarcadas metabólicamente con (32P)-ortofosfato. Las células fueron lisadas y los extractos solubles
sometidos a inmunoprecipitación con el Am PECAMI.3 (anti-PECAM-l) o con un Am irrelevante de la misma
subclase (C). Los ínmuímoprecipitados fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilarnida y las bandas
marcadas detectadas ímiediante un Phosphorlmager 410.
E Asociación de PECAM-l con el citoesqueleto. Células U937 fueron incubadas emm ausencia (control) o
presencia de TGF-¡~ sólo, o TGF-13 más 20 pM citocalasina E durante 24 horas. Las células fueron usadas y
ultracentrifugadas. Las fracciones soluble (5) e insoluble (1) fueron sometidas a electroforesis seguida de
electrotransferencia e inmimunodetección con el Am HG 1/6 (anti-PECAM-l).
4.4 End.~gIina estipresente en la membrana de los macrófago~
En nuestro laboratorio generamos Ams frente a proteínas de membrana cuya expresión
se modificaba durante el proceso de diferencíaciórm macrofágica. Para seleccionar estos Aiim se
utilizó el modelo de difereremtciaciómí de la línea U937 tratada con l>MA durante 2 días y se
analizó mediante citoinetria de flujo la reactividad que presentaban en las células tratadas con
el éster de forbol, frente a las no tratadas. Uno de estos Am designado como BEl 1. pertenecía
al isotipo lgM y en los ensayos dc unniunoprecipitación, tras marcaje de superficie con <12=1),
reconocía una proteína con un peso molecular aparente dc 180 kDa, formada por dos
monomeros mdénticos de peso aproximado 90 kDa {Fig. ¡7 A). Este Am mostraba reactividad
no sólo frente a células monocíticas U937, simio también frente a células endoteliales. Tanto el
patrón de reactividad del Am SF11 como las características de su antígeno diana, coincidían
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con los del Am 4404 y su correspondiente antígeno denominado endoglina (Gongos y IAetarte
¡988. 1990). l>or tatmto. nuestro ¡>rnner objetivo fue demostrar que el Amii SF11 reconocía
endoglina y para ello, utilízamido como referermcia el Aiim 4404 se llevó a cabo un marcaje de
superficie con <>~i> de células U977 tratadas con PMA y sc hicieron ensayos de
inmutmoprecipitaciótm secuencial para comprobar si ambos recomiocíatí la nmisnma ptoteína; Estos
etmsayos demostraron que el Amn BEl 1 también reconocía endoglina. (Hg. 17 B).
Identificada la proteína reconocida por e] BEl 1 procedimos a caracterizarla comno Luía
glicoproteina asociada a la diferenciación de los macrófagos. Dentro dcl sistema vascular-
lícmatopoyético, su expresión se restringía a endotelio y macrófagos, ya que la reactividad del
anticuerpo era negativa con todas las células de sangre periférica, tanto no estimuladas como
estimuladas, excepto etm el caso de los monocitos (flg. 18).
Para analizar en detalle la expresión de endoglimia en los macrófagos, realizamos tanto
ensayos de citometría de flujo como análisis del ARN de monocitos purificados a partir de
sangre periférica y cultivados durante vados días (Hg. 19>. Este método conileva la
diferenciación mn vflro de dichas células (Zembala y Ashersomi ¡989). demostrando los estudios
cíneticos que las reactividades de los Ams BE II y 44G4 eran prácticamente idénticas y que
aumentaban con el tiempo. desde prácticamente cero en los monocitos recién purificados, hasta
llegar al ¡00 % de la población a los 7 días en cultivo alcanzando una meseta aproximádamente
el día cuatro. Es importante destacar que la cinética de expresión se ve sometida a cambios que
son muherentes a la metodología utilizada, ya que se trata de cultivos primarios y existen
muchas variaciones individuales respecto al grado de madurez de los monocitos extraídos
directamente de la sangre y el grado de activación al que se ven sometidos tras su puesta en
cultivo. Los resultados de los ensayos de citometria de flujo fueron corroborados mediante
análisis del ARN e hibridación de los transcritos específicos de endoglina (Fig. 20).
La distribución tisular de endoglina reconocida por el Am BEl 1. fue visualizada
mediamite tinciótm de secciones congeladas de tejido con el amuicuerpo e inmunoperoxidasa o
inmunofosfatasa alcalina (Fig. 21). Los macrófagos intersticiales de la pulpa roja del bazo era;>
claramente positivos (Fig. 21 A), mientras que las células de Kupffer del higado eran negativas
<B). Además en hígado. nódulo linfático y amígdala la reactividad del SF11 con las células
endoeliales fue muy alta. y la reactividad con los ¡nacrófagos presentes en dicimos tejidos tite
negativa. En el hígado la vena central y los sinusoides mostraban una alta reactividad (13);
también las células endoteliales de las x’énulas de nódulo linfático y amígdala fueron altamente
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reactivas con dicho Am <C y 1)). En conjunto estos resultados demostraron que endogluna
estaba presente en algunos tipos de macrófagos tisulares además del sistema vascular.
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flg. 17 Auíllisis por inmtinoprecipitación del antígeno reconocido por el Am SE!!. Células 13937 fueron
mr
tratadas cori lO ng/ml de PMA durante 2 días, marcadas en superficie con ( 1). hsadas e ¡urmiunoprecipitadas
con diferentes Anis.
A Análisis níediante electroforesis del antígeno reconocido por SE II en condiciones no reductoras (NR) y
reductoras /R), y de los reconocidos por los Am HG 1/1 <anti-CDI 1 c) y HG 2/6 (anti-CD3 1 PECANl- II en
condictones reductoras.
E Inniunoprecipitaciones secuenciales con los Atns SEI 1 y 4404. Los usados radion3arcados frieron
preaclarados mediante citico inmunoprecipitaciones cotm SE! 1 (panel superior) o 4404 (panel inferior) La calle
1 representa el resultado de la primera inínunoprecipitación. Una vez realizado el preaclaramiento, el Usado
que quedaba fue dividido en tres alícuotas iguales, las cuales fueron de nuevo sometidas a inmunoprecipitaciomi
con los anttcuerpos que se indican (calles 2-4) y posterior electroforesís. El Am HCI/l fue incluido cormio un
control positivo. La banda marcada que precipitaba el 4404 fue más intensa, probablemente debtdo a una

















Fig. ¡8 Análisis por citometria de flujo de la expresión de endoglina con el Am SE] 1 en células dc sangre
periférica, cultivos primarios de monocitos y células endoteliales. Los túnneros en la parte superior derecha
indican el porcentaje de células positivas y la barra vertical indica el limite de la fluorescencia especifica
Endoglina no está presente en la membrana de ningún tipo celular de sangre periférica y sólo se expresa tras la
diferenctacton Hz vi/ro de los níonocitos~ también está presente en la membrana de células endoteliales.
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Fig. 19 Análisis por citometría de flujo de la expresión de endoglina en la membrana de monocitos
diferenciados ¿u ‘¿tro.
A. Monocitos purificados de sangre periférica fueron puestos en cultivo durante los tiempos indicados y la
rcacttv¡dad de los Anís SF11, 4404 (ambos anti-endoglx¡ma), HCI/l <anti-CDI lc) y FG2/2 (armo It-
microglobulina) fue estimada mediante citometria de flujo. (El anticuerpo FG2/2 fue utilizado como control
positivo, no variable El control negativo está señalado por la barra vertical. Los números de la parte superror
derecha rmmuestran el porcentaje de células positivas.











4.5 La diferenciación de lineas monocíticas conlieva el aumento .4~sNpxesión de endoglina
Endoglina es débilmente expresada en la superficie de la linea U9TY. sin embargo su
expresmon aumenta tras la diferenciación a macrófago inducida por tratamiento con PMA (Fig.
22 Ay Con fines comparativos, otros antígenos mieloides también fueron medidos: Las
integrinas leucocitarias CDI lc/CDIS y CDI lb/CDI8 también aumentan; por el contrario la
expresión del receptor dc transferrina (CD71) disminuye fuertemente, al mismo tiempo que se
produce una pérdida de la capacidad proliferativa de las células. Los estudios cinéticos
demostraron que el aumento de expresión inducido por el PMA es máximo a los 2 días de














Fig. 22 Efecto del tratamiento con PMA sobre la expresión de endoglina. Las células fueron incubadas con
el correspondíe¡mte Ant y la expresión del antígeno correspondiente estimada mediante citometria de flujo. Los
numneros en la parte superior derecha muestran el porcermtaje de células positivas, la linea discontinua lirnita el
valor de fluorescencia del control negativo (X63y
A Céltílas Ut)37 ¡mo tratadas o tratadas con lO ng/ml de PMA durante dos dias fueron incubadas con los AnisBear 1 (antí-CDI Ib), HCI/l tanti-COI lc~ Bear 2 (anti-CDI4), FGI/ó (anti-receptor de transferrina) o SE! 1
(anti-endoglina; Las flechas indican el Incremento o disnm¡nuci&m en la fitiorescencia de las células si se
compara con la,s células no tratadas.
6. Reactividad del Am 8H11 con células no tratadas (control) o tratadas con PMA (-FPMA). Las lineas celulares
utilizadas fueron: U937 (pronionocitica), HLÓO (nmielonmonocitica), K562 (eritroblástica), Jurkat (linfoblástica





Para comprobar la especificidad de la inducción por PMA de la expresión de endoglina
en el linaje monocito-macrófago, la reactivídad del Am SE LI fue analizada mediante
citometría de flujo cii varias lineas celulares tanto no tratadas como tratadas con PMA (Fig. 22
B). El resultado ijie negativo en la linea eritroblástica K562, en la línea línfoblástica 13 Ay, y en
la linfocítica U Jurkat. tanto en las células no tratadas como tratadas con el éster dc forbol.
Sólo las límicas [3937 (prornonocítica) y I-{LÓO (mielomonocítica), con capacidad de
diferenciación hacia macrófago en presencia de PMA, mostraron un aumento de ex-presión en
membrana tras el tratamiemmto.
4.6 Caractem~ización de dos formas de endoglina
El clonaje inicial de endogflna se hizo a partir de un clon de ADNc al que le faltaba la
secuencía correspondiente al péptido sedal (Gongos y Letarte 1990). En nuestro laboratomio sc
conslauió donar un AI)Nc con la secuencma completa de endoglina. Para su aislamiento se
utilizó una librería de expresión de células 1-1L60 tratadas con PMA, y entre los clones
obtenidos se idemítificó una mmueva isoforma de la proteína, idéntica en las secuencias
extracelular y transmembramía a la previamente reportada, pero que incluía un inserto dc 135 pb
en la zona intracelular. Este AI)Nc mínevo contenía secuencias consenso de procesamiento
alternativo flamíqueando el inserto, dentro del cual aparecía un codón de terminación. La
presencia de este inserto imnplicaria la generación de dos ARNm maduros diferentes: El
primero correspondiente al “splicing” del inserto que codificaría para la endogluna con 47
residuos en el dominio citoplásmico, y un segundo correspondiente a una proteína madura con
sólo 14 residuos. Posteriormente se demostró (HelIón el cl. 1993), mediante experimentos de
PCR, que esta nueva forma de la proteína era expresada, aunque minoritariamente, en todas las
células ensayadas que expresaban endoglina cii membrana. La diferencia en peso de ambas
isoformas es aproximadamente de 10 kDa y dada la diferencia en longitud entre ellas fueron
denominadas L-endoglina (la isoforma larga con 47 residuos en el citoplásmico) y 5-endoglina
(la isoforma corta con sólo 14 residuos). La figura 23 representa esquemnáticamente los
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Fig. 23 Anílisis de la región citoplásmica de etídoglina y comparación de secuenc¡as con betaglicano.
A. Diagrama del ADNc que codifica para las dos formas alternativas de endoglina. Sólo se representa la región
correspondiente al 3’ que es la que codifica la región citoplásmica. El ADNc aislado por Bellón et al. (1993)
contiene un inserto de ¡35 pb correspondiente a S-emmdoglina, no presente en la secuencia previamente
reportada de L-endoglina (Gougos y Letarte 1990). La posición de los codones de terinmnaczon está indicada y la
correspondiente secuencia traducida se representa con una línea negra gruesa.
6. Alineación de los dotninios citoplásmicos y transinembrana de S-endoglina con las correspondientes
secuencias de L-endog,lina y el betaglicano humano. Las cajas etigloban secuencias idénticas. Los números
indicam la posición del primer residuo en la secuencia completa. Dos regiones principales de homología fueron
encontradas. La primera (73% de identidad) incluye la secuencia entre los residuos 587-617 de S-endoglina y
L-endoglina y los residuos 780-810 del betaglicano. La segutida región (74% de identidad), comprende la
secuencia 634-660 de L-endoglina y los residuos 823-849 de betaglicano. La región transmembrana de 5-
endoglina se representa en negrita. Los trazos se han insertado para hacer coincidir el alineamiento. Los
asteriscos marcan el ltitm7o residuo de laproteina (Bellón e/al ¡993 Lcr .1 Jmmunol 23 2340-2345)
Los ADNc correspondientes a cada isofomia fueron clormados en el vector de expresión
cucariota pCEXV, y para comprobar que dichas isoformas eran proteínas correctamente
expresables se generaron transfectantes estables con dichas comistrucciones en fibroblastos de
ratón ¡929 (Hg. 24>. Tras una primera selección de los clones con el antibiótico 0418. estos
fueron analizados tuediante citometria de flujo y los positivos fueron amplificados (Fig. 24 A).
Mediante marcaje metabólico con (33S)-Metionina/Cistcina y postenor ín¡nunoprecipitacióim
con cl Am 4404, pudimos detectar tas bandas correspomidientes a Las dos isoformas de la
proteína (Hg. 24 B). El diferente peso molecular de ambas en los transfectantes (170 para la
forma larga y ¡60 para la forma corta), también se puso de manifiesto mediante clectroforesis
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en condicioímes no reductoras. electrotransferencia e tntnunodetección. En estos etmsavos se
iticluveron extractos solubles de células U937 tratadas con PMA. y el peso molecular de la
banda detectada coiticidió con el de la isoforma larga trausfectada. lo que sugería que ésta era
la lbrtna tnayoriuiriametíte expresada por dichas células (Fig. 24 C). El marcaje radiactivo de
superficie con (í2>¡) ímímulmopreci¡)itación y electroforesis en comdiciones tanto no reductoras,
como reductoras, demostró la formación de homodímeros en la mnetnbrana unidos por puentes
disulfuro intercatemiarios (Hg. 24 1)). Estos enlaces se localizan en la región extracelular, ya
que la ausencia de residuos de cisteina en el dominio citoplásinico de la fonna coita, no evita
que la ex-presión de la proteína madura sea la de wi homodimero (muy probabletuente en la
isofom-ma larga esto ocurra de una forma similar ya que sólo se encuentra una cisteitia en dicho
dominio, hg. 23 A). Además del conecto ensamblaje de las dos proteinas en las células
transfectadas, éstas eran funcionales ya que atnbas isoformas teníamm capacidad para utmir TGE-[3
Bellón et al. (¡993).
4.7Ermdoglina es un fosfonroteina
Betaglicatmo y la forma de endoglina predominantemente expresada en los tipos
celulares analizados hasta hoy, L-endoglina, comparten una región de alta hotnología en el
dominio citoplásmico. en cuya secuencia el contenido en serinas y treoninas es muy alto (40%).
El hecímo de que etmdoglina y betaglicano sean receptores del TGF-13 y que precisamnente el
mecanismo de transmisión de señal de la citoquina sea a través de dos Ser/Thr quinasas (los
receptores 1 y II), nos imídujo a pensar que el dominio citoplásmico de endoglina pudiese ser
fosforilado. El estado de fosforilación de endoglina fue analizado primeramente utilizando
células endoteliales, las cuales tienen un alto grado de expresión de dicha proteína. Tras el
marcaje metabólico durante cuatro horas con (32P)-ortofosfato, las células fiierorm lisadas y
sometidas a itiniunoprecipitación (Fig. 25 A). Los dos anticuerpos, 8E1 1 y 44G4, precipitaban
especiflcatnente la proteina fosforilada en ausencia de cualquier estímulo, lo que demostraba
que endoglitia se encontraba fosforilada de forma comistitutiva. Para analizar mnás en detalle el
fenótneno de la fosforilación de endoglina y estudiar si el nivel de fosforilación variaba entre
amnbas isoformas. utilizamos los trausfectantes de ambas isofonnas generados en fibroblastos
de ratón. El marcaje mnetabólico y posterior inmunoprecipitación con 4404 demostró que
ambas isofonnas se encontraba;m constitutivamente fosforiladas en los fibroblastos. Sin

































Hg. 24 Expresión de L-endoglina y S-endoglina en transfectantes L929 de ratón.
A. Análisis por citometria de flujo de la expresión de endoglina utilizando el Am SE II. Corno control negativo.
se incluye la expresión detectada en el transféctante control.
6. Inmunoprecipitación, tras marcaje metabólico con (35S}-n7etionina/cisteina de los transtectantes. con lo:;
Ams 44(34 y HCI/l (incluido como control negativo). Las muestras fueron sometidas a electroforesís en un gel
en gradiente (6-12%) de acrilamida en condiciones no reductoras.
C. Electrotra¡msferencia e inmunodetección con 44(34 de extractos solubles de los transfectantes (Coumtrol, L-
endoglina y S-endoglina). ast como de células [3937 tratadas coím PMA. Los extractos fueron sometidos :3
electroforesis en un gel del 6% en condiciones no reductoras y posteriormente electrotransferidos a ttn.a
tnen7bratma de nitrocelulosa. El Am X63 fue utilizado como control negativo. Este ensayo no es cuantitativo
D. Ininunoprecipitación con el Am 44(34 tras marcaje de superficie con (t25
1) de transfectantes control, L-
endoglina y S-endoglttia. Las nuestras fueron sometidas a electroforesis en un gel del 10% de acrilarnida tanto











































corta. Estos datos sitgertaím la existeímcia de más sitios de fosfomilación en la fornma E que en la
5< lo que estaba de acuerdo coíi los datos (le sus secuencias: La isofomina L-endoglitma contiene
etm stt dominio citoplásmico ¡9 residuos de Ser/Thr, mnientras qite 5-endoglina presenta sólo
dos. Comno control de la expresión de ambas, emi estos ensayos se incluyeron marcajes
mnetabólicos comi (5S)tnetionina/cisteína y posterior imununoprecipitación, en las mismas
condiciones que los mnarcajes con (~2P)-ortofosfato, y las cantidades detectadas de ambas
isofonnas eran equivalentes (Fig. 25 13). Para confirmar que las diferencias en cl grado de
fosforilación se debían a diferencias em el número de sitios, realizamnos análisis de fosfopéptidos
tras digestiótm con proteasas especificas para residuos de de glutamina y prolina, encontrando
al rnermos tres smtios diferermtes en L-endoglina frente a uno en 5-endoglina (Fig 25 C). Comno la
forma larga es la mayoritariamente expresada por las células que son positivas para endoglina,
se estudió en esta isoforma el tipo de residuos fosforilables. El análisis de fosfoaininoácidos
demostró que endoglina se encontraba fosforilada mayoritariamente en residuos de serma, en
mucho menor grado en residuos de treonina, y no se detectó fosforiiacióxm en residuos de
tirosina (Fig. 25 1)).
4.8 Efecto del TGE-jksobre la fosforilación de endoglina
Vamashita et al. (1994) repodaron que la endoglina porcina formaba comnplejos
heteroméricos en células endoteliales con los receptores tipo 1 y II en presencia del ligando;
complejos similares han sido descritos para betaglicano en otros tipos celulares (López-Casillas
cf al. 1991). Por otra parte, los receptores tipo 1 y 11 tienen actividad Ser/Thr quinasa en sus
dominios citoplásmicos (Un u al. 1992; Ebner el al. 1993). Para analizar si la fosforilación de
endoglina podría modificarse por el TGF-~, se realizaron experimentos de marcaje metabólico
con (32P)-ortofosfato en presencia del ligando (Fig. 26 A). El tratamiento con TGF-j3 disminuía
el grado de fosforilación de L-endoglina. Como control, se incluyeron ensayos en paralelo
realizados mediatite tinción con 44G4 y análisis por citomnetria de flujo, para comprobar si este
descenso sc pudiera deber a internalización de la proteína (Fig. 26 B). Sin etnbargo, en este
ensayo no sc detectó cambio en la cantidad de proteína presente en la membrana, excluyendo
una intemalización de la proteína como responsable de la disminución de la fosforilación. Los
efectos inhibitorios del TGF-9 sobre la fosforilacióti de endoglina se observaron en las dos
isofonnas tanto en fibroblastos de ratón como de células U937 (fig. 27). (La generación de
transfectammtes dc endoglitia sobreexpresando las dos isoformas en células U937 serán descritos
en umia seccton posterior).
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endoglina sobreexpresando las dos isoformas en células U93’7 serán descritos en una sección
posterior).

















F’ig. 25 Posforilación de endoglina.
A. Cultivos primarios de células endoteliaJes humanas fueron mnetabólicamente marcadas con (32P)ortofosfatodurante 4 horas, lisadas y sometidas a inmunoprecipitación con los Amns HCI/1, BEl 1 y 44(34. (l-ICI/l fue
utilizado como control negativo) Las tnuestras fueron somettdas a electroforesis y las bandas marcadas fueron
detectadas mediante autorradiografia.
E Fibroblastos L920 de ratón transfectados con ambas isoformas fueron metabólicamente marcados con
(3:ip)ortofosfato o con (35S)metionina/cisteina durante 4 horas, usados e inmunoprecipitados con el Am 44(34
Las bandas de ¡76 y ¡60 kW cotrespondetm a L-ettdoglina y S-endoglina, respectivamente.
CAnálisis de fosfopéptidos de las dos isoformas de endoglina. L-endoglina y S-endoglina fueron
tnrnunoprecipitadas de los transfectantes marcados con (32P)ortofosfato y las bandas especificas fueron
dtgeridas con endoproteinasa (3!u-C de Al aureus y con endopeptidasa específica de Prolina de 1<
tfl«nrtigo.StpÑc~irn. Los fosfopéptidos fueron separados por electroforesis de alto voltaje en capa fina. El origen
de aplicación de la muestra y los péptidos obtenidos están indicados pot triangulos rellenos y yacios,
respectivamente
O, Aimálisis de fosfoamntnoác¡dos a partir de inmunoprecipitados de los transfectantes de L-endoglina marcados
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Hg. 26 Efecto del TGF-~ sobre la fosfotilación de endoglina.
A. Fibroblastos L929 de ratón transfectados con L-endoglina fueron metabólicainente marcados durante cuatro
horas con (
32P)-ortofosfato en ausencia o en presencia de 500 pM TGF-j3. Las células fueron lisadas,
inmunoprecipitadas con 44(34 y sometidas a electroforesis. Las bandas fueron detectadas mediante
autorradiografia y cuantificadas mediante densitómetria. Los valores fueron representados como porcentaje
respecto a los valores obtenidos en ausencia de tratamiento. Los resultados representan la media ti- DE de tres
experimentos
IB. Análisis por citometría de flujo de la expresión en membrana de L-endoglina en dichos transfectantes. Las
células fueron no tratadas (control) o tratadas durante cuatro horas con TGF-p (500pM), entonces fueron
teñidas mediante inmunofluorescencia indirecta con 44(34 y analizadas por citometria de flujo. Como control
negativo, se incluye la tinción con transfectantes control. Los números en la esquina superior derecha
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Fíg. 27 Efecto del TGF-~ sobre la fosforilac¡ón de ambas isoformas de endoglina.
A. Fibroblastos L929 de ratón transfectados, control o con cada isoforma de endoglina, fueron marcados
metabólicamente durante 4 líoras con (32P)-ortofosfato en ausencia o presencia de 500 pM de T(3F-p en las
mtsnmas condiciones que las descritas en la fig. 26. Los extractos celulares fueron sometidos a
íntnunoprecipitación con el Am 44(34 y posteriormente analizados mediante electroforesis en condiciones no
reductoras en un gel de poliacrilamida del 6%.
B, Células U937 transfectadas con cada isoforma de endoglina fueron marcadas metabólicamente en las
condiciones antes descritas. Los extractos celulares fueron sometidos a inniunoprecipitación con los Am 44G4 o
HCI/l, este último utilizado como control. Los inníunoprecipitados fueron sometidos a electroforesis en
condiciones no reductoras en un gel de poliacrilamida del 7,5%.
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4.9 TGF-~5 regpla la eypxesión de endo2lina en células monocíticas
Dado que endoglina es un receptor del TGF-j3 era de interés analizar si su expresión
podría ser modificada en presencia de la citoquina. Los niveles de expresión de endoglina en la
superficie de las células U937 es baja, sin embargo, después del tratamiento con TGF-j3. la
expresión de la proteína aumentaba siguiendo una cinética más lenta que la descrita para
PFCAM- 1, alcanzándose una inducción de 3-4 veces tras 3 dias de tratamiento (Fig. 28 A).
Este resultado fine confirmado sobre monocitos de sangre periférica puestos en cultivo. En este
sistema experimental se demostró que la cinética de aparición de la proteína en membrana era
acelerada tras la adición de TGF-p exógeno, consiguiendo un aumento de 4-5 veces sobre el
nmvel basal de expresión tras sólo 24 horas en cultivo (Fig. 28 B). Este efecto regulador se
pudo comprobar que actuaba aumentando la transcripción del ARNm de endoglina en ambos
sistemas (Fig. 28 C). Assoian el aL (1987) repodaron que los macrófagos tienen la capacidad
de sintetizar TGF4I de forma autocrina, y por ello decidimos comprobar si el aumento de
expresión de endoglina que observamos durante el proceso de diferenciación ¡u vitro podría
responder directamente a la producción endógena de la citoquina. Para ello realizamos cultivos
de monocitos purificados en presencia de anticuerpos bloqueantes de la unión del TGF-~ a sus
receptores y pudimos comprobar que la expresión de la proteína en membrana era inhibida
<Fig. 28 D).
Fmi colaboracióti con el grupo de Michelle Letarte (Hospital for Sick Children, Toronto,
Canada>. se comprobó que el efecto sobre la expresión de endoglina en las células U937
tratadas con T(iF-13 se podía generalizar al resto de los receptores de la citoquina, asi como a
la síntesis endógena del propio TGF-~, tal y como demostraron los ensayos de PCR
cuantitativa que este grupo llevó a cabo con estas células (datos no mostrados). Este resultado
corroboraba los que previamente se habían obtenido al estudiar la regulación funcional de
PFCAM-l (Hg. ¡5).
‘¡‘odos estos datos, junto comi otros experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio
indicabamt que el TGF-j3 inducía muchas respuestas en las células [3937 y por tanto estas
células constituían un buemi modelo para estudiar la señalización de dicho factor. El conjunto de
dichas respuestas se resumen en la tabla 3. (Los resultados de adhesión a laminina y colágeno,
obtenidos en nuestro laboratorio, no se muestran en esta memoria, los de fibronectimia se
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Fig. 28 Efecto del TGF-~ sobre la expresión de endoglina en células monocíticas.
A. Análisis por citometria de flujo de células 13937. Las células fueron no tratadas (c) o tratadas con 500 pM de
TGF-p durante los tiempos indicados y la reactividad del Am BEl 1 fue estimada mediante citometría de flujo.
La línea vertical representa el limite del control negativo del ensayo medido con utm anticuerpo irrelevante.
IB. Análisis por citometria de flujo de la expresión de endoglina en monocitos de sangre periférica puestos en
cultivo Las condiciones usadas fueron similares a las descritas en (A>.
C. Detección de los transcritos de endoglina en células monociticas. Monocitos y células 13937 fueron
tucubados en ausencia o presencia de 500 pM TOE-IB durante los tiempos indicados. Los tránscritos especificos
de endoglina fueron detectados usando una sonda especificas como control de carga se incluye la tinciótí cori
bromuro de etidio del ARNr 28S.
D. Efecto del TOE-lB producido de forma autocrina sobre la expresión de endoglina por los monocitos.
Monocitos de sangre periférica fueron puestos en cultivo en presencia de anticuerpos bloqueantes de la unión
del TOF-[1 a sus receptores. anticuerpos control o TGF-9 añadido exógenamente. A los tiempos indicados, la
expres¡on en membrana de endoglina fue esijínada nmediarmte citoruetría de flujo con el Am 44(34. En la figura
se representa la media -t/- DE de tres experimentos diferentes.



















Agregación NO Sí (mediadaporPECAM-1)
ADRESION A MATRIZ
fibronectina NO Sí
lamí nhíma NO SI
coligeno 1 NO Sí
sustrato NO SI
SEÑALIZACLON
c-tnvc fuertemente expresado fuerte disminución
e-los expresión débil aumenta
e -jun expresión débil aumenta
Proliferacion SI tnhibición
PKC (membrana) existe nivel basal no varta
PKC (citosálica> existe nivel basal aumenta
II y endoglina, balos niveles de
Receptores de TGF-J3 betaglicano todos aumentan
,Síntesis de TGF-g NO SI
Proteinas de matriz NO 1 Eíbronectxna
¡ extracelular






Tabla 3. Respuestas nmediadas por TGF-~1 en la línea celular U937
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Una vez comprobado el efecto regulador que el TGE-13 ejerce sobrc endoglina. se
ahordó la caracterizaciómí finmciotmal de este receptor desde dos puntos de vmsta. Por una parte.
demnostrando que endoglina es un receptor funcional de la citoquina en cl linaje macrofágico. y
por otra, averiguando cual es la función que comno receptor podía tener en las respuestas antes
memiciomiadas. Para comprobar el pmimer punto, se realizaron ensayos de marcaje de afinidad
con (t251).TGF.13 en dos de las situaciones en que habíamos comprobado el aumento de
expresión de la proteína en membrana (Fig. 29): Macrófagos obtenidos mediante
diferenciación ¡u viho de monocitos de sangre periférica (Rg. 29 C) y células U937 tras
tratamiento durammte 48 horas con PMA (Fig. 29 D). El segundo objetivo fue abordado
mnediaímte la generación de transfectantes emi U937 que sobreexpresaran ambas isoformas de
endoglirma: en la figura 30 se presentan los resultados concernientes a la caracterización de
dichos transfectantes (fig. 30 A. B) y un ensayo cuantitativo mediante inmumodetección que
pretende reflejar el grado de expresión en membrana de la proteína en las células 13937, (no
tratadas o tratadas con TGF-f3 y PMA), y en los transfectantes generados de ambas isoformas
de emmdoglina (hg. 30 C).
Para demostrar la capacidad funcional de endoglina como receptor del TGF-.j3 en el
linaje macrofágico se realizaron ensayos de unión de la citoquina marcada con (t25 ~>
entrecruzamiento covalente y posterior análisis mnediante electroforesis de los receptores. En
primer lugar. se caracterizaron los receptores presentes en las células U937 (Fig. 29 A, B).
Como control de especificidad. se Uevaron a cabo ensayos donde se había incluido un exceso
de 50 veces la citoquina no marcada (Fig. 29 A), y mediante inmunoprecipitación específica se
identificaron los receptores 1 y II. Para ello, se utilizaromí anticuerpos policlonales comerciales,
dirigidos contra una secuencia específica del dominio citoplásmico del receptor 11 (Fig. 29 B).
Esta imímmmoprecipitación dio como resultado tres bamidas principales: Una batida bien definida
con un peso molecular de aproximádamente 70 ¡(da <receptor 1), una banda difusa con un peso
entre 100-120 Kda (receptor ¡1) yuna banda ancha en la zona superior de los geles con peso>
¡ 70 Kda (correspondiente a betaglicano y endoglina, y homo- o hetero- ohigómeros formados
entre todos los receptores como consecuencia del entrecruzamiento covalente (Fig. 29 B, calle
1). La especificidad de las bandas radiomarcadas se demostró realizando la
inmunoprecipitación en presencia de un exceso del péptido con la secuencia reconocida por los
anmicuerpos (Hg. 29 13. calle 2).
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Los experimentos de marcaje de afinidad en macrófagos y U937 tratadas comm PMA
derriostraron la presencia de etmdoglina como una banda radiomarcada con un peso aparente de
200 kDa. cotTespondiente a la proteína mnás la citoquina ummida. En los extractos totales dicha
banda era especialmente apreciable en el caso de las U937 tratadas con el éster de forbol, y en
ambos casos. cl complejo citoquina más receptor pudieron ser inmnunoprecipitados
específicamente con el Am 44G4. Expemimentos situilares fueron realizados con U937 tratadas
durante tres días cotm el 1GF-[3 a tres concentraciones diferentes, demostrando un aumnento
generalizado dc la unión de la citoquina a todos sus receptores (datos no mostrados); este
resultado corroboraba el aumento de expresión detectado mediante PCR tanto de endoglina
como betaglicano y de los receptores 1 y II tras el tratamiento con la citoquina.
Fig. 29 Caracterización de los receptores del TGF-I3 en células U937 y detección de endoglina expresada
por los macrófagos y U937 tratadas con PMA mediante marcaje de afinidad. (Se mtmestra en pag. 92)
A. Marcaje de afinidad con (¡25 l)-TGF-p de sus receptores específicos en células U937. Células U937 fuerotm
incubadas con 250 pM de (1251)-TGF-p , solo (-) o en presencia de un exceso de 50 veces de la citoquina no
marcada, seguido de uniótm covalente con el agente químico DSS. Los lisados celulares fueron analizados
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y las bandas detectadas mediante un Phospborlmager.
E. Marcaje de afinidad e intuunoprecipitación. Transfectantes control fueron marcados como en A, y los lisados
celulares sometidos a inmunoprecipitación cotm Aps de conejo anti-receptor II (calles 1-4). Calle 1: La
irm¡miunoprecipitación da lugar a una batida difusa con un peso mmíolecular aparente entre 100-120 kDa
correspondiente al receptor 11, una banda clara con peso de 70 Kda correspondiente al receptor 1 y una amplia
banda de peso >170 kda correpondiente a betaglicano y endoglina (poco expresados en estas células), y tm1uy
probablemente oligónmeros de los receptores. Calle 2: La misma que la calle 1 pero realizando la
intr¡unoprecípitaciótm en presencia de utm exceso del péptido que contiene la secuencia contra la que están
dirigidos los Aps anti-receptor II.
C. Monocitos de sangre periférica fueron purificados y puestos en cultmvo durante 4 dias, tras este periodo se
realizaron ensayos de marcaje de afinidad con (‘251)-TGF-¡3 a una concentraciótí de 250 pM, solo, o en
presencia de ttn exceso dc 50 veces de la citoquina no marcada. Tras el muarcaje. la citoquina fue unida
covalentemetíte a sus receptores con DSS. Extractos totales de las células o los inmunoprecipitados del Am
4404 fueron analizados muediante electroforesis en condiciones no reductoras. Las bandas radiomarcadas
fueron detectadas mediante un Fhosphorlmager.
D. Experimento similar al descrito en E realizado con células U937 tmo tratadas o tratadas durante 48 horas con
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Fig. 30 Caracterización de los transfectantes de endoglina en células 1.1937,
A. Análisis por citometria de flujo de la expresión emm membrana de ambas isoformas de endoglina. Las células
fueron tetudas mediante inmunofluorescencia indirecta con el Atn 4404 La expresión de la proteína en
metnbrana del transfectante control también se tnuestra.
B. Análisis mediante inmunoprecipitación con el km 4404 tras marcaje de superficie con biotina de los
transfectantes, control y de ambas isoformas de endoglina, en células 12937. Tras la mnmunoprecipítación, las
muestras fueron sormtetidas a electroforesis en gel de poliacrilanmida en condiciones no reductoras, transferidas a
filtros de nitrocelulosa y las bandas biotinadas detectadas mediante incubación con streptavidina-peroxidasa
seguida de un ensayo de quirmiiolumintscencta.
C Análisis cuantitativo mediante electroforesis en condiciones no reductoras, electrotransferencia e
inmunodetección con el Aiim 4404 de lisados celulares de 12937 (línea parental). 12937 tratadas con 500 pM de
TGF-f3 durante 72 horas, 12937 tratadas con PMA durante 48 horas y los transfectantes de ambas ¡soformas





4.10 nálisis del papel deend,qgliua en la señalización de] TGF-f3
Umia xe¡ caracterizados los transfectantes. se procedió a la realización de ensayos
funcionales para estudiar el papel que pudiera desemupedar la proteína en las respuestas
celulares al TGF-[3. En l)rimer lugar, se analizó la proliferación celular, una de las actividades
celulares que era inhibida en células control; sin embargo, los transfectantes de endoglina no
mostrahami inhibición o esta era menor cuando eran tratados a tres concentraciones diferentes
de TGF-131 durante 24 horas (Fíg. 3 lA). Cuando los trausfectantes eran tratados con las
mtsmas concentraciones de TGF-j32, utilizado como control, sí se podía obsemvar el efecto de
inhibición de proliferación. La isoforma ¡32 fue ensayada porque endoglina sólo une TGF-131 y
[33,lo que deínostraba que el efecto fimncional que encontrábamos se debía específicamente a la
presencia de eimdoglimma en la membrana. Este comportamiento descarta cualquier problema
inespecífico de pérdida de respuesta por parte de las células, como consecuencia de la
transfección. Además, los niveles de tránseritos de c-rnyc, disminuidos en respuesta a la
citoquina. y la pérdida de capacidad proliferante, tío eran alterados tras el tratamiemíto en los
transfectantes de la isoférma larga, mientras que eran sólo l)arcialtnente disminuidos emí la
isoforma corta. Es importante destacar que los niveles basales de expresión de c-myc eran
prácticamnemmte el doble en los transfectantes de endoglina que en el transfectamíte control (Fig.
14H). Aunque el transfectante de la isoforma corta mostraba una pequeña pérdida de expresión
del proto-oncogen. tras seis horas de tratamiento, sus niveles eran superiores a los basales del
trausfectante control. En conjunto, estos datos demostraban qite la sobreexpresión de
endoglina en membrana afectaba a la señalización de la citoquina, y en concreto, la
proliferación se veía afectada en la regulación de la expresión de c-Ínyc.
Uno de los efectos más significativos, observados en las células U937 tras el
tratamniento con TGF-9, es la formación de agregados celulares, y la regulación funcional de la
proteímma de adhesión PECAM- 1. De acuerdo con los resultados mostrados en secciones
anteriores, la glicoproteina PECAM-l se encuentra sometida a mnma doble regulación en este
sistema experimental: El aumento de expresión emí membrana y la fosforilación a tiempos más
tardíos; ambos son necesarios para que el fenómeno de agregación tenga lugar. Cuando se
aiializo este fenómeno erm los transfectantes de endoglina, mio se pudo observar la formación de
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directamnente al sustrato de cultivo ( no mostrado). La aparición de esta mnorfologia ésta muy
ligada a la capacidad de síntesis de componentes de la matriz extracelular, de los que el TGE-[3
es utí potente inductor, así como de la regulación de los receptores de adhesión a dichos
conm¡)onentes emí el memubrana celular. Cuando se analizaron estas propiedades en los
tramísfectantes de endoglina. estos mostraban un comportamiento diferente a los transfectantes
control o la línea parentaL adquiriet¡do en mucha menor proporción el fenotipo antes
menejoimado. Con estas observaciones se realizaron tres tipos de ensayos dirigidos a conocer el
grado de respuesta que los trausfectantes tenian en relación a su capacidad de adhesión. En
primer lugar. la síntesis de fibronectina es un marcador de la respuesta celular al TGF-j3 tal y
como reportaron Ignotz y Massagué (1986). Por tanto, se llevaron a cabo marcajes
metabólicos con (‘5S)-tnetionina/cisteína a diferentes tiempos, y se realizaron ensayos de
iiímnunoprecipitación específica de la fibronectina presente en el sobrenadante de las células
(Fig. 33 A). Los transfectantes control mostraban una débil respuesta a las 4 horas de
tratamiento, mientras que a las 24 horas el efecto sobre la síntesis ya era importante. Sin
emnbargo, los transfectantes de endoglina no mostraban el mismo efecto. Esta disminución en la
capacidad de respuesta de las células podría explicar la no aparición del fenotipo “extendido”
que se observaba en los transfectantes control. Un segundo tipo de ensayos estaba dimigido a
comprobar la capacidad de adhesión directa al sustrato de cultivo, lo que indirectamente está
en relación con la capacidad de síntesis de componentes de la matriz extracelular y la
activación de los receptores celulares de estos componentes. Para ello, se realizaron cultivos de
células U937 en ausencia o presencia de la cítoquina y se valoró el porcentaje de células que
quedaban directamente adheridas al plástico de cultivo (Fig. 33 B). De nuevo, el
comportamiento de los transfectantes de endoglina era diferente al de los transfectantes control
y el aumento de la capacidad adhesiva de las células estaba inhibido en respuesta al TGF-I3. Por
último, se realizaron ensayos de adhesión directa a fibronectina, previamente fijada al sustrato.
que demostraron de nuevo que la capacidad de adhesión de los transfectantes de endoglina era
menor que la de los transfectantes control o la línea parental (Fig. 33 C). Es importante
destacar en este punto que el aumento de expresión en membrana del receptor de fibronectina.
la integrina cís9t, también ocurría en los transfectantes de endoglina, por lo que la regulación
finíciotmal de dicho receptor debe estar sometida a algún tipo de modificación pos-traduccional,
en los transfectantes control y la línea parental. pero no en los trausfectantes de endoglina emm
respuesta a la citoquitma.
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Hg. 33 Efecto de la sobreexpresión de endoglina en la síntesis de fibronectina y la regulación de sus
receptores en membrana.
A. Efecto sobre la sintesis de fibronectina: Transfectantes control y de ambas isoformnas de endoglina fueron
incubados con 500 pM de TGF-p durante los tiempos indicados y marcados níetabólicainente con
<
5S)metionina/cisteína durante 4 horas. En el caso del tratamiento durante 4 horas, éste coincidió con el
marcaje. En el caso del tratamiento durante 24 horas, las células fueron pretratadas durante 20 horas seguido de
las 4 horas adicionales de níarcaje en presencia de la citoquina. Los sobrenadantes de las células fimerotí
sometidos a inmunoprecipitación con Aps de conejo anti-fibronectina. Los productos de la inumunoprecipitación
fueron entonces sometidos a electroforesis en condiciones reductoras y las bandas detectadas en un
Phosphorl tnager.
E. Efecto sobre la adímesón drecta a sustrato de cultivo. Los transfectantes fueron tratados con 500 pM de
TGF-{3 en placas de 96 pocillos sobre superficie no cubierta con ningún componente de la matriz extracelular.
A los tienipos mndicados el medio de cultivo fue retirado y los pocillos lavados dos veces. Las células adheridas
fueron fijadas con glutaraldehido al 1% durante toda la nocíme y después de lavar fueron teñidas con azul de
tolttdina al 0.1%. Tras los lavados correspondientes, el colorante asociado a las células fue extraido con ácido
acético al 10%. La densidad óptica en los pocillos fue medida a 628 un con un Multiscan Eiocliromatic. La
gráfica representa la nedia +/- DE de un experimento representativo por triplicado.
C. Efecto sobre la adhesión a superficie de cultivo cubierta con fibronectina. Los transfectantes fueron tratados
con 500 pM TGF-[3. Tras 24 horas en cultivo, las célttlas fueron lavadas y resuspendidas en RPMI con 1% de
ESA y 10 nM HEPES e incubadas en placas de 96 pocillos, sobre los cuales se babia fijado fibronectina. Tras












Otros dos efectos de la células U937 en respuesta al TGF-13 eran el aumento de
expresión en membraima de todos sus receptores (tipo 1 y II, betaglicano y endoglina), así como
la sítítesis del propio lGF-fl. Respecto a estos efectos, se pudo demostrar muediante amiálisis
por PCR cuantitativa, en colaboración con el grupo de Michelle Letarte que no había inhibición
de nimmgttna de las dos respuestas tras 3 días de tratamiento con la citoquina (datos no
mostrados).
4.11 La_sobreypresión de endoglina no aumenta la degradación del 1’GF-
timía vez demostrado el efecto regulador que endoglina tiene en las respuestas celulares
al TGF-[3. se caracterizó este fenómeno desde el punto de vista bioquímico. Una de las
posibles explicaciones a los efectos negativos que se observaban en los transfectantes, podrían
sustentarse etm que la l)iesencia de endoglina estuviera facilitando una tasa más rápida de
degradación de la citoquimía en dichas células. Los receptores del TGF-13 sufren internalización
y el factor es degradado tras la unión a la membrana (Frolik et al. 1984; Massagué ¡987), y
este etécto podría estar mnodiflcado por la sobreexpresión de etidoglina. La contribución de
endoglina podría ser posible, bien por un mecanismo directo tras la unión de la citoquina, o
bien por un niecamsmno indirecto por el cual endoglina facilitara la internalización y
degradación de los receptores señalizadores una vez hubieran tumido el factor. De este muodo.
emidoglina actuaría bien como un secuestrador del TGF-9 en membrana, o bien tras la
asociación a los receptores señalizadores en presencia de la citoquina (Vamashita et al. ¡994)
facilitaría su inteníalización, Por una u otra vía, la cantidad de complejos seflalizadores
(receptores 1 y 11) efectivos podrían disminuir y esto explicaría porqué algunas de las
respuestas celulares, son inhibidas en los transfectantes.
Para comprobar esta hipótesis se realizaron ensayos de unión y degradación de la
citoquina unida a las células (Fig. 34). La realización de estos ensayos se llevaron a cabo
básicamente como describen Frolik el al? (1984). Como se puede comprobar, no se
encontraron diferencias significativas entre los tramisfectamítes control y los de ambas isoformas
de endoglina. Estos ensayos descartaban que el mecanismo de actuación de endoglina se
restringiera a la degradación del factor y apuntaban hacia la existencia de un mecanismo más
fumo de regulaciómí del acceso de la citoquina a los receptores señalizadores, y/o la existencia de
































Hg. 34 Degradación del ‘~1-TGF-j3 unido a los transfectantes de células U937. Trausfectantes control
(Control), sobreexpresando L-endogjina (L-Endo) y 5-endoglina (S-Endo) fueron incubados durante 1 hora a
37 0C con ‘251-TGF-jS a una concentración 100 pM en IJMiEM 0.1% de ESA y 25 mnM HEPES. Tras el marc~je
de afinidad, las células fueron lavadas varias veces con medio fresco y alícuotas de 2,5 x 106 células fueron
reincubadas a 37 0C durante los períodos indicados. Al final de cada intervalo, las células fueron recogidas por
centrifugación y los sobrenadantes colectados, Dichos sobrenadantes fueron precipitados con ácido
tmicloroacético al 10% (concentración final) en hielo. La radiactividad asociada a las células, asi como la
asociada a las fracciones nsoiuble y soluble del sobrenadante fue medida en un contador gamtna. Los
porcentajes fueron calculados como se describe en la sección “Materiales y ínétodo<’ En la gxáfica se
representa la media ±/-DE de un experimento por triplicado.
4.12 Endoglina facilita la unión del TGF-[3 a sus receptores señalizadores
Para estudiar el efecto que endoglina estaba ejerciendo sobre la unión del ligando a los
receptores señalizadores, se realizaron ensayos de unión a diferentes concentraciones de la
citoquina marcada con (25J), entrecruzamiento covalente y postermor analisis mnediante
loo
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[Estos ensayos demostraron que a concentraciones crecientes de la citoquina se
producía un desplazamiento de la unión del ligando a los receptores señalizadores, en
particular al receptor 1 (Ng. 35 A). Este efecto era más evidente en el transfectante de la
isoformna corta y los emísayos de inmunoprecipitacióm con anticuerpos anti-endoglina
demostraban que en los trausfectantes de ambas isoformas se coprecipitaban dos bandas
conespondientes a los receptores 1 y 11. El análisis densitométrico de la banda correspondiente
al receptor 1 en cada uno de los transfectantes está representado en la Figura 19 B. Tal como
se deduce de dicha figura, endoglina es capaz de aumentar la unión del TGF-~ al receptor 1,
dos veces en el caso de la isoforma L y cuatro veces en el de la isofomía S, a la concentración
más alta del ensayo, 250 pM de TGF-J3. Estudios de PCR realizados en colaboración con el
grupo de Michelle Letarte demnostraron que la sobreexpresión de endoglina emí dichos
imausfectamites no alteraba la expresión del resto de los receptores del TGF-j3, descartando que
el aumento de citoquina unida se pudiera deber a alteraciones en dichos niveles (datos no
mostrados).
4.13 Endoglina necesita la presencia del receptor II para unir el TGF-j3
Estos resultados sugerían que endoglina pudiera estar asociándose y presentando el
ligando directameímte al receptor 1. Además, pese a la alta expresión en membramma de la
endoglina, su contribución como tal receptor en el total de la citoquina unida a las células mio
era nmuy importante. El efecto realmente apreciable, tal como se puede comprobar en la fig. 19
era que endoglina actuaba como un presentador del ligando al receptor 1. más que actuar como
un receptor estático. El hecho de que la cantidad de TGF-j3 unido a endoglina no estuviera en
relación directa con su expresión en membrana, más bien sugería que existiera un factor
limitante en la capacidad de unión del ligando, este factor podría ser alguno de los otros
receptores. Para analizar este punto se realizaron ensayos de expresión transitoria en células
COS-7. tnediante cotransfección de combimíaciommes endoglina/receptor ¡ y endoglimma receptor
II seguidos por ensayos de unión y entrecruzamiento covalente (Fig.36). El panel A muestra
los controles de nuestros ensayos donde se puede comprobar que, tal como se ha descrito
(Wrana el al, ¡992), el receptor 1 no une la citoquina en ausencia del receptor II; éste por su
parte es independiente, desde el punto de vista de la unión del ligando, de la presencia del 1; y
por último, el receptor II presenta la citoquina al receptor 1. Cuando se realizaron
cotransfecciomíes del receptor 1 y endoglina, se pudo comprobar que mmi el receptor 1 unía el
ligando ni endoglina tampoco. Siim embargo al realizar las cotransfecciones del receptor II y
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endoglina, ambos unian el TGF-fl (Fig. 36 panel B). El panel C muestra una
mmunoprecipitación con el Am 44G4 tras un marcaje de superficie con biotina, de las mismas
células que el panel B (realizado en paralelo), donde se demuestra la presencia de endoglina en
la superficie dc las células tanto cuando se cotransfectó con el receptor 1, como con el II.
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Fig. 36 Unión del TGF-~ a células COS-7 trausfectadas con RL, Ru y endoglina
A. Células COS-7 fueron transfectadas de forma transitoria con el vector de expresión pCMV5 conteniendo los
ADNc que codifican para los receptores 1 y II, L-Endoglina y S-Endoglina. A las 72 horas de realizar la
transfeccton con las construcciones indicadas, las células frieron marcadas con (‘231)-TGF-43 a una
concentración de 250 pM y el ligando fue unido a sus receptores con DSS. Los lisados celulares fueron
sometidos a inmunoprecipitación con al Am 44G4 donde se indica. La separación de los receptores
radiomarcados se realizó mediante electroforesis en condiciones no reductoras y las bandas detectadas con un
Plmosphorlmager. Las posiciones de los receptores 1 y II así conmo las de endoglina están indicadas.
B. Marcaje de superficie con biotina e inmunoprecipitación de células COS-7 transfectadas con las
combinaciones que se indican. Tras Ja inmunoprecipitación, las muestras fueron somnetidas a electroforesis en
condiciones no reductoras, transferencia a nitrocelulosa y ambas isoformas de endoglina detectadas mediante
estreptavidina-peroxidasa y ensayo de quimioluminiscencia. Este ensayo sirve de control al mostrado en A






1 os restiltados obtenidos mediante transfección transitona en celulas COS—7 fuetotí
corroborados mediante la generación de transíectantes estables de ambas isoforinas de
endoghmma en mioblastos de rata LúEm (Eig.37). Se eligió este tipo celular porque estas células
tío expresan ni beí aÉlican() ni etídoglina y sítvierou como modelo de estudio de (a humciotí de


































Fg. 37 Caracterización de los transíectantes de cídoglina cii níloblastos L<E, La [inca mioblástica de rata
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En este trabajo se han estudiado algunos de los efectos que el TGF-13 induce en células
monocíticas. empleando como modelo la línea tJ937 (Sundstróm y Nilsson 1976). p~
constituir un sistema experimental ampliamente utilizado para analizar la diferenciación
macrofágica. Awíque no se han presentado resultados formalmente relacionados con el
proceso de diferenciación, si se han estudiado algunas propiedades funcionales que son
reguladas durante dicho proceso. Por otra parte, la línea celula U937 conserva la capacidad de
respuesta al ‘1’GF-13, capacidad ausente en muchos tipos celulares como consecuencia de su
origen transformado (Kimchi el aL 1988: Roberts y Spom 1990; Filmus el aL 1992:
Markowitz e/al. 1995).
A continuación, se discutirán los tres puntos alrededor de los cuales giran los resultados
obtenidos:
- Regulación funcional de PECAM.-l por el TGF-fl
- Regulación de la expresión y fosforilación de endoglina
- Papel de endoglina en las respuestas celulares mediadas por el TGF-13.
5.1 Regulación funcional de PECAM-l por el TGF-fl
El presente estudio demuestra que el TGF-j3 induce la formación de agregados en las
células 1J937 y que en dicho proceso participa PECAM- 1, lo que nos ha permitido utilizar las
células U937 corno un modelo para el estudio de la activación bu vi/ro de PECAM- 1 en células
monocíticas. La figura 38 resume de forma esquemática los resultados obtenidos respecto a la
regulación de PECAM-1. El TGE-~ ejerce sus efectos de dos formas diferentes (vías ay b). En
primer lugar, la citoquina regula transcripcionabnente la expresión en membrana de PECAM- 1.
Este efecto es muy probablemente mediado por la PKC, ya que la presencia de inhibidores de
dicha actividad reducen el aumento de expresión de dicha molécula. Otra serie de evidencias
exl)enmentales también apoyan que la expresión de PECAM- l en membrana sea dependiente
de la actividad PKC. Así, el tratamiento de las células con estaurosporina o II-Y en ausencia de
otro estímulo. disminuye los niveles basales de expresión de la proteína. Por otra parte, el
aumento de expresión de PECAM- 1 asociado a la diferenciación de lineas mieloides ha sido
descrito en las lineas celulares humanas 13937, FILÓO y 1-JEL (Cabañas el aL 1989; Goldberger
el al. 1 994b). Entre otros, el agente inductor utilizado en dichos estudios es el PMA. potente
activador de la PKC tanto ja vivo como ¡a vi1ro (Exton 1990), habiéndose reportado además,











-4 ULLAMENTOS DE ACIJNA
OTROS COMPONFYTES
DEI. CITOESQUELETO
Figura 38. Regulación funcional de PECAM-1 por TGF-¡3. a) TGF-3 se une a los receptores seilalizadores
en la membrana de la célula, lo que conduce a la activación de alguna isoforma citosólica de la PKC, el
aumento de esta actividad quinasa es responsable del aumento de la tasa de transcripción y expresión en
mentrana de PECAM-L b} TGF-I3 activa otra quinasa, de naturaleza desconocida hasta el momento, la cual
fosforila a PECAM- 1, promoviendo en este estado su asociación al citoesqueleto Una vez ocurridos estos
eventos, PECAM-• 1 adquiere una conformación activa desde el punto de vista de la adhesión, uniéndose a su
receptor en otra célula. En la figura hemds representado un modelo de unión homofilico (interacción PECAM-
PECAM). c) El TGE-p añadido exógenarnente induce la síntesis de forma autocrina de más TGF-p , lo que
permite una amplificación de los procesos a y U.
de la línea celular HLÓO (Aihara el al. 1991). Se conocen al menos diez isoformas de PKC con
diferentes patrones de expresión tisular y requerimientos para su activación (Nishizuka 1992).
En este sentido, se han reportado cuatro isoformas de esta quinasa, a y [3(mayoritaria), s y (
(minoritarias) en monocitos humanos, siendo sólo la isoforma a translocada a membrana tras
lo?
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la ac1ivaci~n con el éster de forbol (Chang y Beezhold 1993). En células 13937 también se ha
descrito la presencia de la isoforma ~ la cual no es trauslocada a la membrana tras su activación
(Ways et aL 1992). El ‘lGF-[3 induce un aumento de la actividad PKC en la fracción citosólica
de las células 1)937, aunque están por determinar cual pueda ser la isoforma(s) implicada en
este proceso. No obstante, cabria esperar una alta especificidad de dicha fonna ya que, el
proceso de diferenciación de dichas células es muy dependiente de la activación de la PKC
(Alliara eta!. 1991) y por el contrario, el IGF-j3 no es un agente diferenciador per se de dichas
células; dicho factor sólo actúa potenciando los efectos que ejercen otros estímulos como
TNFct o la vitamina D3 (De Benedetti el aL 1990; Testa el aL 1993). La activación de la PKC
por el TGF-f3 ha sido demostrada además, en otros tipos celulares (Chakrabarty el aL 1992;
Halstead eu’ aL 1995). Por otra parte, también se ha descrito la regulación de la expresión de
otros dos miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas estrueturalmente relacionados
con PECAM- 1, el antígeno carcinoembrionario (CEA) y la molécula de adhesión presente en
neuronas (N-CAM) (Chakrabarty el aL 1992; Roubin el aL 1990), así como la regulación por
otro miembro de la superfarnilia del TGF-[3, la proteína OP- 1, de la molécula N-CAM (Perides
e/aL 1993).
PECAM-l ha sido implicada en fenómenos de adhesión celular en varios sistemas
experimentales (datos revisados se encuentran en DeLisser el al. 1 994b). Dada su distribución
tan amplia dentro del sistema vascular, así como la alta representación que esta proteína tiene
en células endoteliales <se han calculado 1x106 moléculas en membrana, Newman 1994), es
lógico suponer que su función se encuentre regulada más allá de la mera presencia en
superficie. De hecho, nuestros resultados indican que otras señales intracelulares inducidas por
el TGF-¡3 actúan sobre PECAM- 1. La presencia de anticuerpos bloqueantes de la citoquina
tiene como resultado la inhibición de la agregación, a pesar del aumento de expresión en
membrana de la proteína. Este resultado indica que el alto nivel de expresión no es el
responsable del fenómeno de agregación, lo que por otra parte podria justificar la ausencia de
agregaciones espontáneas entre leucocitos, plaquetas y endotelio, si se acepta un mecanismo
homofihico de interacción entre moléculas de PECAM- 1. Es razonable suponer que el TGF-<3
regule las propiedades adhesivas de esta proteína a través de su fosforilación y posterior
asociación al citoesqueleto: un modelo similar ha sido propuesto en plaquetas por Newman el
aL (1992). Aunque la actividad quinasa responsable de la fosforilación de PECAM-l no ha
sido identificada en nuestro sistema experimental, en otros modelos se ha propuesto la
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implicación de PIKC, sin excluir la participación de otras quinasas (Newman el cd. 1992:
Zehnder el aL ¡992). la inducción por el TGF-[3 de la PKC no se correlaciona, ni con la
fonnación dc los agregados celulares (fig. 10 C), iii con la cinética de fosforilación de la
proteína (fig. 16 A). lo que sugiere la existencia de otra actividad quinasa como responsable de
la fosforilación de PECAM- 1. En este punto, cabe recordar que el complejo señalizador del
iGF-f3 fonnado por los receptores 1 y II ejercen actividad Ser/Thr quinasa en sus dominios
citoplásmicos (Wrana el aL 1994), y por ello, es razonable especular que la actividad de ambos
receptores, bien directamente, o bien indirectamente a través de otra quinasa(s) sean los
responsables de esta fosforilación. Los estudios cinéticos de fosforilación también admiten la
posibilidad de que dicha quinasa necesite ser sintetizada de novo como una de las respuestas
celulares inducidas poi el factor. Un dato adicional debe ser tenido en cuenta respecto a la
quinasa responsable de la fosforilación de PECAiM- 1, la existencia de formas alternativas de la
proteína expresando diferentes dominios citoplásmicos puede ser la determinante de la
regulación funcional de la proteína por parte del TGF-f3; en este sentido se ha reportado un
pal)el importante del dominio citoplásmico de PECAM- 1 en la flincionalidad de la proteína
(DeLisser el aL 1994a; Baldwin elaL 1994).
La implicación de los componentes del citoesqueleto (utilizando este término en el
sentido más amplio e incluyendo filamentos de actina y filamentos intermedios), en el
fenómeno de agregación es patente en cuanto que la presencia de citocalasina E inhibe la
formación de dichos agregados. Este resultado indica que los filamentos de actina intervienen
en la reorganización en membrana a que PECAM- 1 se ve sometido durante la agregación
celular (Newman el aL 1992). Sin embargo, los experimentos de asociación al citoesqueleto
demostraron que la citocalasina E no inhibe la unión de la proteína a dichos componentes (Fig.
16 E). En conjunto, estos datos sugieren que la participación de los filamentos de actina no
implican su interacción directa con PECAM- 1. más bien indican que estos facilitan el
agrupamiento de la molécula en los puntos de contacto célula-célula. Este modelo es
compatible con la existencia de otros componentes que actuarían como puente entre los del
citoesqueleto y los de membrana, y/o la existencia de otra proteína relacionada con los
filamentos (Bretscher 1991).
Los experimentos cinéticos demuestran que la activación de PECAM- 1 en las células
13937 tiene lugar en horas (hg. 1 C). Sin embargo, la adhesión/transmigración de los monocitos
a través de la barrera endotelial ocurre en minutos (Muller el aL 1993). Dos posibles
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explicaciones podrían aclarar esta discrepancia. Por una parte, la línea celular 13937 representa
un estado inmaduro de diferenciación respecto a los monocitos de sangre periférica, lo que
podría explicar la falta dc algún componente celular. En segundo lugar, otras moléculas
presentes en la superficie endotelial, y posiblemente ausentes en las células monocíticas están
implicadas en el fenómeno de adhesiónltransmigración; en la actualidad se admite que la
extravasacion es tui fenómeno complejo, que puede ser dividido en al menos tres etapas:
interacción inicial de los leucocitos con el endotelio activado (roliing), activación de los
leucocitos y adhesión lirme” a la célula endotelial, y finalmente, la extravasación a los tejidos
circundantes (Butcher 1991; Shimizu el aL 1992; Springer 1994). En este último paso
(extravasación). es cuando PECÁM- 1 parece ejercer sus propiedades adhesivas (Muller et al.
1993).
Los resultados de los experimentos con transfectantes de la molécula indican que el
mecanismo de interacción es de tipo homofilico (flg. 13). Además, la necesidad de realizar los
ensayos utilizando co-cultivos de células U937 y trausfectantes apuntan hacia la necesidad de
activar PECAM-l a “ambos lados”. Se ha reportado que transfectantes de PECAM-l se unen
heterofilicamente a través de glicosaminoglicanos a células no trausfectadas (I)eLisser el al.
1993). En dicho trabajo. la presencia de heparina bloqueaba la agregación celular: en nuestro
sistema la presencia de heparina no ejercía ningún efecto sobre los agregados de 13937
(resultados no mostrados). No obstante, no se puede excluir la participación de otras
moléculas de adhesión en las agregaciones celulares inducidas por el TGF-[3; se podría pensar
en un modelo cooperativo en que existiera un primer “disparador” de la adhesión, el cual
facilitaría la participación de PECAM- 1. Sin embargo, los resultados parecen excluir la
participación de las integrinas LFA-l, VLA-4 y VLA-5 previamente implicadas en fenómenos
de adhesión hornotipica <Rothlein el aL 1986; Campanero el aL 1990; Caixia el aL 1991
respectivamente), lo que no implica la participación de otras integrinas no analizadas,
La agregación celular inducida por el TGF-fl es compatible con el aumento de
expresión que el factor ejerce sobre sí mismo (McCartney-Francis el aL 1990) y con la
actividad quimiotáctica que induce en células monocíticas (Wahl el aL 1987). Desde este punto
de vista, se ha reportado que las células de Kupffer migran en respuesta al factor y participan
en la formación de granulonias hepáticos inducidos por componentes de las paredes
bacterianas (Kossmann el aL 1992). El TGF-[3 es un potente inductor de los procesos de
reparación tisular. y dichos procesos conllevan la creación de un microambiente que facilita
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la adhesión celular. [)esde este l)uIlto de vista, hay que destacar que en los lugares donde se
produce cl daño tistílar tiene lugar la activación plaquetaria, proceso que conlíeva. tanto el
aumento de expresión en membrana de PECAM- 1, a consecuencia de la fusión con la
membrana l)lasmñtica de los gránulos a donde dicha proteína se encuentra (Cramer el al.
1994), como la liberación del TGF-[3 contenido en dichos gránulos; lo que en conjunto
contribuye a la creación del ambiente antes mencionado. Tomando este modelo como
referencia, y teniendo en cuenta que tras la activación de las plaquetas PECAM- 1 es
fosforilado, se asocia al citoesqueleto y se localiza en los puntos de contacto célula-célula
(Ncwman el al. 1992). es razonable especular con la posibilidad de que la activación dc
PIiCAM- 1 en la membrana de la plaqueta pudiera ocurrir tras la liberación del TGF-[3 durante
la degranulación. contribuyendo así al proceso de agregacion.
5.2 Regukpión dela cxpresiónyfosforilación de endoglina
Esta glicoproteina tite originalmente descrita en la membrana de células endoteliales
(Ciougos y Letarte 1988a, 1990). Los resultados de este trabajo indican que dentro de las
células sanguíneas su expresión está asociada al linaje monocítico y que las líneas mieloides
diferenciadas hacia macrófagos confirman dicha asociación. Las tinciones de cortes de tejido
demuestran la presencia de endoglina sólo en ciertas poblaciones de macrófagos ¡u vivo, lo que
probablemente sea un reflejo de la heterogeneidad de este tipo celular (lxwis y McGee 1992).
Dichos resultados están de acuerdo con los reportados por O’ Connelí el aL (1992), en los
cuales se demuestra la presencia de la proteína en ¡nacrófagos alveolares y peritoneales. En
conjunto, todos estos resultados sugieren que endoglina constituye un marcador asociado a la
maduración de los macrófagos. Este proceso conlíeva muchos cambios tanto fenotípicos como
funcionales (Zembala y Asherson 1989), y probablemente endoglina juege un papel como
receptor del ‘l’GF-9 modulando respuestas específicas durante la maduración de este tipo
celular,
El hecho de que la expresión de endoglina en membrana sea inducida por el PMA en las
células U937 y HL6O. sugiere una regulación dependiente de la PKC. Por otra parte, el TGF-[3
ejerce un efecto positivo sobre la expresión de endoglina tanto en la línea celular U937 como
en monocitos de sangre periférica. De acuerdo con estos resultados, dos posibles mecanismos
podrían explicar la regulación de endoglina por dicha quinasa. El primero, supondría la
activación directa de la PKC. y se producida en células 13937 tras el tratamiento con el éster de
forbol. y en monocitos tras la activación de la quinasa que induce la adhesión a fibronectina
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(Cliang et aL 1993). En este punto es necesario señalar, que el método de purificación de
monocitos utilizado en este trabajo se fundamenta en la adhesión que estos experimentan sobre
la fibronectina del plasína, l)reviamellte fijada al sustrato de cultivo (Freundlich y Avdalovic
1983). III segundo mecanismo sena indirecto, y se producida como consecuencia del TGF-j3
producido por las células tras la activación de la PKC. Se ha descrito que los monocitos en
cultivo y las células 13937 tratadas con PMA producen TGF-f3 (Assoian el aL 1987): además
también se ha reportado que la expresión del factor puede ser regulada por la PKC (Wager y
Assoian 1990), En los monocitos purificados y puestos en cultivo, la presencia de anticuemos
bloqueantes del TGF-fS inhiben el aumento de expresión de endoglina (fig. 27 0), lo que
sugiere tui mecanismo indirecto a través del factor.
La figura 39 representa de forma esquemática la regulación de la expresión de
endoglina durante la maduración macrofágica ¡u viíro. Los resultados de inhibición con los
anticuerpos bloqueantes del TGF-J3 indican que el aumento de expresión pudiera deberse a un
mecanismo autocrino de producción de la citoquina por parte de los monocitos. Sin embargo,
este hallazgo necesita una caracterización más precisa; sea cual fuere el origen del TGF-[3
presente en los cultivos de monocitos, la citoquina ejerce un efecto positivo sobre la expresión
de endoglina tal y como demuestran los experimentos realizados en presencia del factor
exógeno. La cinética de este proceso conllevaría que el TGF-[3 presente en el medio se uniera a
sus receptores señalizadores en el monocito (receptores 1 y II). y entre las respuestas celulares
inducidas se encontrada el aumento de expresión de endoglina. Este proceso coincide en el
tiempo con la maduración o diferenciación monocito-macrófago. Cuando este proceso
concluye, la expresión de endoglina es suficientemente alta como para intervenir en funciones
específicas del macrófago dentro del contexto de las respuestas celulares inducidas por el
TGF-[3. Utilizando el modelo de las células U937 sc analizó el papel de endoglina en dichas
respuestas. utilizando el mismo mecanismo que el factor induce en las células, aumentando la
expresión de la proteína. Para ello, se generaron transfectantes en dichas células.
El dominio citoplásmico de la isoforma L-endoglina. mayoritariamente expresada en las
células, se compone de 47 residuos y presenta un alto grado de homología con betaglicano
(iiougos y Letarte 1990; López-Casillas el aL 1991; Wang el aL 1991: Moren el aL 1992),
existiendo en dicho dominio 19 residuos de Ser/Thr. Por el contrario, la isoforma S-endoglina
no conserva dicha homología y sólo contiene dos residuos de Ser/Thr (Bellón el aL 1993) (fig.
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23). A pesar de estas diferencias las dos proteínas son funcionales desde el punto de vista de la
unión del ligando (Bellón el aL 1993). Dado el alto número de residuos de Ser/Thr en la
RECEPTORES Iy II
TOitp
como afecta la presencia de endoglina













Figura 39. Representación esquemática de la regulación por el TGF-¡3 de la expresión de endoglina y l.a







isoformna larga. se analizó su estado de fosfodíación, encontrándose que la proteína está
coíístitutivameíite Fosforilada. l)ichos resultados se obtuvieron en tres sistemas celulares
diferentes, células endoteliales. transfectantes de fibroblastos y células 13937. Además, estos
experimentos demostraron que la isoforma 8-endoglina también se encuentra constitutivamente
fosforilada y que el grado de fosforilación de la forma larga es ocho veces mayor que el de la
coita en trausfectantes de fibroblastos, según se deduce de los experimentos de marcaje
metabólico realizados en paralelo con ambas isoformas, lo que está de acuerdo con la
composícíon en Ser/Thr de sus dominios citoplásmicos. El análisis de fosfopéptidos determinó
la existencia de al menos tres sitios potenciales de fosforilación en la forma L frente a uno en la
fonna 5. Por otra parte. el análisis de fosfoaminoácidos dio como resultado que la fosforilación
de la forma L se produce mayoritariamente en Ser (90%), y minoritariamente en Thr (10%).
En ninguna de las dos isoformas fueron detectados residuos de fosfo-Tyr utilizando ensayos de
mmunodetección (datos íio mostrados). Estos resultados coinciden con los reportados por
otros autores (Yamashita el al 1994; Rokhlin cf aL 1995). Ambos grupos han demostrado la
fosforilación de endoglína tanto en células endoteliales bovinas, como en una línea celular de
origen linfoblástico B. listos resultados adquieren importancia si se tiene en cuenta que por
similitud con betaglicano (López-Casillas el aL 1993), endoglina puede asociarse a los
receptores señalizadores del TGF-9 en presencia del ligando (Yamashita el aL 1994), y que
dichos receptores poseen actividad Ser/Tlir quinasa (Laiho el aL 1991; Franzen el aL 1993;
Wrana u aL 1992, 1994b). A este respecto, el estudio de la regulación de la fosforilación de
endoglina por el TGE-~, demostró que los niveles de fosfodiación disminuían en ambas
isoformas y en dos sistemas experimentales diferentes, trausfectantes de fibroblastos y de
células U937 (fig. 27).
Una ulterior caracterización de la fosforilación de endoglina es necesaria, sobre todo
en el sentido de identificar la actividad quinasa(s) que mantiene la fosforilación constitutiva de
su domiíiio citoplásmico. En este sentido, el receptor tipo II del factor podría actuar como tal
quinasa, ya que ejerce dicha actividad independientemente de la presencia del ligando (Wrana
el aL 1 994b). También, la inhibición de la fosforilación inducida por el TGF-f3 necesita una
caracterización más profunda; los resultados obtenidos no aclaran si dicha disminución se debe
a un menor número dc moléculas fosforiladas, conservando los sitios en cada molécula, o por
el contrario, se debe a una disminución en el número de sitios/molécula conservando el núluero
de inoleculas fosfédíadas. De este modo, se abren dos posibilidades para la regulación del
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grado de fosforilación de endoglina cuando el factor induce la transducción de señal: La
inactivación dc la quinasa(s) o la activación de una fosfatasa(s) potencialmente asociadas al
dominio citoplásínico de la proteína. El complejo equilibrio que se establece entre quinasas y
fosfatasas es hoy aceptado como método de regulación de la mayoria de las funciones celulares
(Hunter a aL 1995). y la regulación por el TGF-f3 de ambos tipos de actividades ha sido
reportada (l-lowe el aL 1991: Abraham el aL 1992; Gruppuso el aL 1991). El conocimiento de
los componentes implicados en la fosforilación de endoglina, ayudarán a eíitender el
mecanismo molecular mediaíite el cual la proteína interviene en las respuestas celulares
inducidas por el factor.
5.3 Pajiel de endoglina en las respuestas celulares mediadas por el TGF-3
El sistema de í~eceptores del TGE-[3 se compone de varias proteínas de membrana entre
las que se incluyen el recel)tor 1 y LI, betaglicano y endoglina. La asociación heteromérica entre
los receptores 1 y II, ambos con actividad Ser/TEr quinasa. en presencia del ligando, así como
la fosforilación del receptor 1 por parte del II, se han descrito como elementos esenciales en el
inicio de las señales inducidas por el TGF-j3 (Laiho el aL 1991; Lin el aL 1992; Franzen el aL
1993; Rassing el aL 1994; Wrana el aL 1992, 1994b; Cárcamo el aL ¡994; Koening el aL
1994). Por otra parte, la falta de secuencias implicadas en la trausducción de señal tanto de
betaglicano (López-Casillas el aL 1991; Wang el aL 1991; Moren el aL 1992), como de
endoglina (Gougos y Letarte 1990; Cheifetz el aL 1992; Bellón el aL 1993). ha hecho que se
les considere receptores auxiliares o moduladores tanto desde el punto de vista de la unión del
ligando a los receptores señalizadores, como de las respuestas celulares inducidas. Se ha
reportado que betaglicano potencia la unión del factor al complejo seflalizador, aumentando la
capacidad de respuesta celular (López-Casillas el aL 1993; Moustakas el aL 1993); respecto a
endoglina también se ha reportado su capacidad de asociación a dicho complejo en células de
endotelio bovino (X’amashita el aL 1994). Sin embargo, el papel que endoglina desempeña
sobre las respuestas celulares mediadas por la citoquina no es conocido.
Los resultados de este trabajo indican que endoglina es un receptor funcional del TGF-
en células monocíticas (flg. 28). La sobreexpresión de endoglina interfiere con la
señalización del factor, encontrándose que este efecto es selectivo sobre determinadas
funciones celulares: Proliferación, agregación, síntesis de fibronectina y de adhesión a sustrato.
Por el contrario, los efectos sobre la regulación de las integrinas VLA-4 y VLA-5. así como de
las moléculas de la familia CAM, PECAM-l y ICAM-l, no se alteran. Los efectos a largo
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plazo, medidos sobre la inducción de los receptores o la exl)resión del propio factor, tampoco
se modificaí¡. La sobreexpresióíi de c-mvc encontrada en los trausfectantes está de acuerdo con
el efécto inllil)itorio qtíe el ‘¡GF—[3 ejerce sobre la proliferación celular, la iíxhibición de la
expresión de dicho producto oncogéllico en respuesta al factor ha sido reportado en varios
sístemas celulares (Coffey e/aL 1988; Pietenpol et al 1990a). Por otra parte, se ha descrito que
la sobreexpresión dc e-mw bloquea el efecto inhibidor de la citoquina (Alexandrow cl
aL ¡995). Será de interés analizar la relación que pueda existir entre la sobreexpresión de
endoglina y los elevados niveles basales de c-myc en los transfectantes.
El hecho (le que la expresión de PECAM- 1, y de las integrinas VLA-4 y VLA-5,
principales receptores de fibronectina en las células (Takada et al. 1987: Wayner et al. 1989),
se cílcuentre regulada de forma similar en los trausfectantes que eíi la línea parental, apoya la
existencia de mecanismos pos-traduccionales que regulen la función de dichos componentes en
membrana. En este trabajo, se han presentado resultados que demuestran la fosforilación de
PECAM- 1. La sobreexpresión de endoglina inhibe dicha fosforilación, constituyendo un
argumento para explicar la inhibición de agregación en los transfectantes. La inhibición de la
adhesión tanto a fibronectina como al sustrato de cultivo, junto al efecto inhibidor sobre la
síntesis de fibronectina. permiten asumir mecanismos pos-traduccionales sobre las integrinas
VLA-4 y/o VLA-5. Como control de la especificidad de los efectos encontrados en los
traíisfectantes de eímdoglina, algunos ensayos fueron realizados utilizando la isoforma [32del
TGF-9 (Fig. 31). Dichos experimentos demostraron que la capacidad de respuesta de las
células está conservada, y además está de acuerdo con el hecho de que endoglina no une dicha
isoforma (Cheifetz et aL 1992). El hecho de que la forma f32 induzca respuestas celulares, pese
a la sobreexpresión de endoglina, demuestra que el papel de ésta es mediado por la presencia
del TGF-J3 1 y por tanto no se trata de un efecto constitutivo. Por otra parte, los resultados
indican que los efectos ejercidos por endoglina no se deben a un aumento de la tasa de
degradación del Lictor, excluyendo que su función sea la de actuar como un secuestrador de la
citoquina en la membrana. internalizándose tras la unión y facilitando su degradación. La tabla
4 resume la diferencia de efectos encontrados entre la línea parental o el transfectante control
y los transfectantes de ambas isoformas de endoglina.
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Integrina a4 disminuye disminuye disminuye
líítegrína a5 aumenta aumenta aumenta
¡ Iíitegrina 31 no varía no varía no varía
¡ Integrií¡a ¡32 no varía no varia no varía





Sí (mcd por PECAM-l) NO NO
fibronectina SJ NO NO
lamínina SI
colágeno 1 NO
sustrato SI NO NO
SENALIZACION —
c-myc fuerte dismínucion expresión fuerte disminución relativa
c-fos aumenta
c-juí aumenta





Receptores de TGF4B todos aumentan todos aumentan todos auínentan
Síntesis de TGE-¡3 SI Sí Sí
Proteínas de matriz Fibronectina NO NO
extracelular
Otras vías no SI (actividad quinasa de NO NO
caracterizadas PEGAM-I)





Los ensayos de niarcaje por afinidad a los receptores presentes eíi los transfectantes
demuestran que endoglina se asocia al complejo formado poí los receptores 1 y II. y que la
union del ligando a dichos receptores se ve favorecida por la sobrecxpresión en membrana de
endoglina. Siíí embargo. los resultados mostrados en la figura 29 merecen algunos comentarios
aclaratorios:
- Pudiera parecer extraño que la inmnuprecipitación con anticuerpos anti-RJI, rindan la
mayor parte de la citoquina unida al receptor 1 (fig. 29 B calle 1) . En este sentido, es
importante recordar que ambos receptores forman un complejo altamente estable en presencia
de la citoquina. La estequioínetria y geometría de este complejo triple es poco conocida y por
lo tanto el que la citoquina quede entrelazada covalenternente a un receptor u otro va a
depender ínucho de estos parámetros.
- El receptor II no queda plenamente definido en este tipo celular ni tampoco en los
macrófagos (fig. 29 A y U). Este resultado, está de acuerdo con lo descrito por otros autores
para determinados tipos celulares tanto hematopoyéticos como de origen transformado (Ohta
el aL 1987: Brandes el aL 1991 a.b; Geiser el aL 1992; Ichijo el aL 1990). El hecho de que
determiíiadas células expresen predominantemente el receptor 1, o que expresen un subtipo de
receptor II al que la unión covalente de la citoquina ocurra menos eficientemente, o bien, que
el receptor 1 transmita señales en presencia de un bajo número de receptores tipo II, son
posibilidades que sc han propuesto en la literatura <Miyazono etaL >994). Sin embargo. pese a
no poder ser plenamente identificado, el receptor 11 debe estar presente en la membrana ya que
su presencia es necesaria para la unión del ligando al receptor 1 (Wrana el al. 1992; 1994b).
- La banda superior (>170 kDa), presente en las inmunoprecipitaciones con anti-RII
puede deberse a asociaciones betaglicano-RII y endoglina-RiI (López-Casillas el aL 1993
Yamashita ci aL 1994). además de asociaciones oligoméricas causadas por el agente de
entrecruzanneíito.
- Los pesos ínoleculares aparentes de los receptores 1 y II en dichas células son mas
altos que los descritos en olios sistemas celulares, Sin embargo, también se han reportado
vanaciones como consecuencia de posibles cambios en el patrón de glicosilación de dichas
proteínas (Massagué 1990).
- Los ensayos de marcaje por afinidad en las células U937 tratadas con PMA (Hg. 28
U) penniten la identificación de los receptores 1 , II y endoglina con toda claridad respecto a
las células no tratadas. Una posible explicación de este resultado es que el éster de forbol
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ejerza un efecto regulador positivo sobre los receptores 1 y II. de fonna análoga a como lo
hace con endoglina. l>or otra parte, el PMA induce la expresión del factor en dichas células
(Assoian el aL 1087) y los resultados de PCR (no mostrados), obtenidos con estas células
demuestran el aumento de expresión de todos los receptores tras el tratamiento con la
citoquina. Poco es sabido sobre la regulación de los receptores del TGF-f3 y por tanto las
células 13937 constíuyen un modelo útil para su estudio.
La imposibilidad de caracterizar correctamente en este tipo celular al receptor 11.
asociado con endoglina. de forma similar a betaglicano (López-Casillas et al. 1993), mientras
que el receptor 1 sí se asocia con endoglina, sugiere un modelo complementario entre ambas
moléculas. Los resultados obtenidos en células COS-7, así como los de mioblastos L6E0
demuestran que la asociación de endoglina al comp]ejo señalizador se produce a través del
receptor II. De acuerdo con el modelo general de unión del TGF-[3 a sus receptores, el último
eslabón de la cadena de receptores de membrana es el receptor 1 y es probable que
dependiendo del tipo celular concreto, la unión del ligando pueda quedar reflejada con mayor o
menor claridad sobre el receptor ¡ ó el II. Es de resaltar que el nivel de unión del TGF-f3 a la
endoglina es mucho mayor en las células U937 tratadas con PMA que en los transfectantes de
endoglina. sobre todo si se tienen en cuenta los niveles de expresión de la proteína en cada
caso. De estos resultados se podría concluir la falta de una relación directa entre la expresión
de endoglina y la cantidad de TGF-13 que ésta une, es decir, no todas las moléculas de
endoglina presentes en la superficie celular son capaces de unir el ligando. Una conclusión
similar se obtuvo a partir de los estudios de unión de la citoquina a células endoteliales, en los
cuales se encontró que de todas las moléculas de endoglina presentes en la membrana celular
(lx 10< moléculas/célula), sólo un 1% aproximadamente participaba en la unión al ligando
(Cheifetz el al. 1992). Todos estos datos sugieren que endoglina debe tener algún
requerimiento adicional para unir el TGF-[3. Este requerimiento podría ser la asociación con el
rece¡)tor II. En este seíxtido, los resultados en células COS-7 demuestran que la proteína no
une el factor en ausencia del receptor II. Si esto supone la formación de un complejo en
presencia del ligando, cual es el grado de estabilidad de dicho complejo y si esto supone
facilitar la unión del ligando al receptor 1, necesita ser estudiado, En conjunto, Iluestros
resultados de unión al ligando y los de fiunción se encuentran aparentemente en contradicción.
Los resultados de unióíi a los receptores señalizadores indican más citoquina unida. sin
embargo, se producen inhibiciones selectivas de determinadas respuestas inducidas por el
II
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factor. l)os modelos se pueden proponer de modo tentativo para explicar dicha discrepancia.
asunnen(lo la necesaria comprobación expeíimeíital que ambos necesitan:
- lindoglina se asocia al receptor 11 en presencia del ligando, este complejo a su vez,
facilita la unión del factor al receptor 1. El efecto observado seria un aumento de ligando
unido. Sin embargo, la presencia de endoglina en el complejo heteromérico de los tres
receptores podria impedir la fosforilación de un deteíininado número de receptores 1 (Hg. 6).
paso obligado eíí la transínisión de la señal <Wrana el aL 1994).
2- Endoglina se asocia al receptor II en presencia del ligando y cambia la afinidad de
éste para presentar el factor a otro miembro de la familia de receptores 1 presente en las
células. De nuevo. el efecto obseívado seria un aumento del ligando unido. pero en este caso el
receptor mayoritariamente marcado de la figura 35, no correspondería al receptor 1 del TGF-f3.
sena otro miembro de dicha familia, cuya unión al factor se vería favorecida por la presencia de
endoglina. Eíí apoyo de esta hipótesis, ha sido reportada la existencia de reacciones cruzadas
entre los miembros de la superfamilia del TGF-[3 y las de los receptores <Attisano el aL 1993;
Yamashita et aL 1995), siendo diferentes las respuestas obtenidas por diferentes factores sobre
los mismos receptores (Attisano e/al. 1993).
LI análisis comparativo de ambas isoformas de endoglina en nuestro modelo
experiineíítal, demuestra que no existen diferencias significativas funcionales entre las dos. Sin
embargo. dos aspectos merecen ser comentados. La isoforma corta, une y presenta el ligando
de forma más eficiente que la larga (hg. 35); por otra parte, la isoforma corta ejerce un efecto
inhibidor sobre las respuestas de la citoquina más leve que la forma larga (fig. 31). Estos
resultados sugieren la intervención del dominio citoplásmico en la función de endoglina. Cabe
recordar que las dos isoforinas de endoglina tienen la capacidad de ser fosforiladas, y dicha
fosforilación está regulada por el TGF-f3. por tanto, es posible que ei nivel de fosforilación del
dominio tenga capacidad de regular las propiedades funcionales de endoglina.
lomados en conjunto. todos los resultados endoglina indican que el TGF-13 tiene la
capacidad de aumentar la expresión de eí¡doglina, probablemente como parte de un efecto
general sobre todos sus receptores, y que dicho aumento pudiera estar dirigido hacia el control
de la amplitud de las respuestas que puede inducir en las células. Con esta perspectiva,
endogliría constituye cl primer receptor de ínembrana del TGF-J3 que actuaría como un
iííhibidor de determinadas respuestas inducidas por el factor. El mecanismo molecular por el
cual ocune dicho proceso no está aclarado, pero los datos sugieren la existencia de un sistema
120
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muy fino de regulación que iíícluiria la relación entre el número de receptores de cada tipo
presentes en un momento determinado en la superficie celular, la posible asociacióíi entre ellos




1- El fGE-f3 indtíce en las células U937: Inhibición de la proliferación, agregación
celular, adhesión a varios componentes de la matriz extracelular y síntesis de fibronectina.
2- El TGF-I~ modula en las células 13937 la expresión y/o firnción de algunas
integrinas, y proteínas de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Induce su propia expresión
asi como la de sus tres receptores principales.
3- Algunas de las vías de señalización intracelular inducidas por el TGF-I3 en dichas
células soíi: Actividad citosólica de PKC, disminución de la expresión del producto oncogénico
e-mw. y atímentos de c:fos y c-jun.
4- El fenómeno de agregación celular inducido por el TGF-~ en las células U937 está
mediado por la proteína PECAM- 1. En este modelo experimental, dicha molécula está
regulada transcripcional y pos-traduccionalmente. La regulación transcripcional es dependiente
de la actividad PKC. mientras que la regulación pos-traduccional. consistente en la
fosforilación del dominio citoplásmico de la proteína, es dependiente de otra actividad quinasa
no identificada hasta el momento.
5- El fenómeno de agregación celular inducido por el TGF-13 necesita la integridad del
citoesqueleto y la asociación de PECAM- 1 con sus componentes. Esta interacción, sin
embargo, no es dependiente de los filamentos de actina, aunque estos participan en el
f’enóíneno de agregación.
6- La interaccióíi celular en este sistema es de tipo homofilico. es decir PECAM-
PECAM, y necesita la presencia de cationes bivalentes en el medio.
7- Endoglina es una proteína cuya expresión está restringida al linaje monocitico,
dentro de los tipos celulares sanguíneos, de forma asociada a la diferenciación macrofágica,
constituyendo un receptor funcional del TGE-~ en dicho linaje. El factor tiene la capacidad de
regular su expresión durante el proceso de diferenciación iii vitro. Análogamente, la expresión
de endoglina aumenta tras el tratamiento con el TGF-J3 en la línea celular U937, siendo el nivel
de regulación transcripcional en ambos casos.
8- Las dos isoformas de endoglina son expresadas correctamente a partir de los ADNc
correspondientes mediante experimentos de transfección. Ambas isoformas se encuentran
constitutivamente fosforiladas en células transfectadas y la isoforma L-endoglina,
mayoritariamente expresada por las células, es fosforilada en residuos de Ser y en mucha
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menor eNtension en residuos de thr. El TGF-<3 regula el grado de fosforilación de ambas
isoformas, disminuyendo el contenido total de ortofosfato incorporado a dichas proteínas.
9- La sobreexpresión de ambas isofonnas de endoglina en células 15937 modula las
respuestas inducidas por el TGF-f3. Las dos isoformas inhiben los efectos de la citoquina sobre
la proliferación, adhesión, agregación y sintesis de fibronectina. El efecto sobre la proliferación
va acompañado de la no disminución de los niveles de expresión de c-rnyc. y el efecto sobre la
agregación se fundameuta en la inhibición de la actividad quinasa responsable de la
fosforilación de PECAM- 1. Por otro lado, existen ffinciones no modificadas por su presencia
en la membrana, tales como la regulación de los niveles de expresión de las integrinas VLA-4 y
VLA-5 o los de PECAM-l y ICAM-l. Además, los efectos medidos a largo plazo sobre el
aumento de sus receptores y la expresión del propio TGF-~ tampoco son inhibidos por la
presencia de aínbas isofonnas en la membrana.
10- La inhibición de los efectos mediados por el TGF-9 en células U937 que
sobrcexpresan ambas formas de endoglina, no se debe a un aumento de la tasa de degradación
de la citoquina, tal como se podría esperar si la función de endoglína litera la de actuar como
un receptor en membrana, inductor de la degradación del factor.
11- La sobrecxpres;on en la membrana de las células 13937 de ambas isofonnas de
endoghuía aumenta la unión del ligando a los receptores señalizadores; además, existe
asociación fisica entre ambas isoformas y los receptores 1 y II en presencia del TGE-f3 , ya que
pueden ser coprecipitados mediante anticuerpos anti-endoglina. En estas células trausfectantes,
el receptor que más aumenta la unión del TGF-I11 es el receptor tipo 1, aunque es necesaria la
presencia del receptor II para la unión del ligando al receptor 1. Ambas isoformas de endoglina
requieren la presencia del receptor II para unir eficientemente el ligando en la membrana.
¡2- El comportamiento de anibas isoformas de endoglina es similar desde el punto de
vista de las respuestas celulares mediadas por el TGF-p, siendo algo menos efectiva en la
inhibición de los efectos la isoforma corta, especialmente en el caso de la proliferación. Sin
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